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POVZETEK 
Narava je tekom evolucije uporabila le del konformacijskega prostora, ki je na voljo polipeptidnim 
molekulam. Z načrtovanjem sintetičnih proteinov je mogoče ta nepreizkušen prostor načrtno 
preiskati in v njem odkriti popolnoma nova proteinska zvitja z novimi, v naravi neopaženimi 
lastnostmi. Eden izmed trenutnih izzivov na področju dizajniranja proteinov je načrtovanje 
proteinov, ki ob spremembi okoljskih pogojev spremenijo svoje konformacijsko stanje. 
Konformacijske spremembe strukture proteinov v odziv na kemijski ali fizikalni signal so osnovni 
del številnih regulatornih, transportnih in drugih mehanizmov v bioloških sistemih. Zmožnost 
načrtovanja proteinov, katerih konformacijsko stanje je mogoče natančno in reverzibilno 
nadzorovati, bi omogočila razvoj naprednih biomaterialov ali molekulskih strojev, prikrojenih za 
specifične aplikacije. V doktorskem delu smo z načrtovanjem vezavnih mest za kovinske ione 
razvili konformacijska stikala na osnovi motiva ovite vijačnice. Ovite vijačnice so pogost 
strukturni motiv v naravnih proteinih, z njimi pa je mogoče zgraditi tudi sintetične proteinske 
nanostrukture. V prvem delu smo načrtovali peptid poimenovan SwitCCh, ki je v prisotnosti Zn(II) 
ionov ali pri nizkem pH tvoril paralelen homodimer ovite vijačnice, drugače pa je v raztopini 
zavzel strukturo naključnega klobčiča. Dodatek Zn(II) ionov je povzročil tvorbo paralelnega 
homodimera, ob čemer se je temperaturna stabilnost peptida povišala za več kot 30 °C. Prehod 
med ovito vijačnico in razvitim stanjem je bil reverzibilen in ponovljiv. Peptid SwitCCh je bil 
ortogonalen glede na predhodno načrtovani set dimerov ovite vijačnice, kar pomeni, da bi ga bilo 
mogoče uporabiti kot kontrolni element za nadzorovanje zlaganja nanostruktur in materialov na 
osnovi ovite vijačnice. V drugem delu smo s pomočjo načrtovanja vezavnih mest za kovinske ione 
v predhodno načrtovani ortogonalen set razvili set Zn(II)-odzivnih ovitih vijačnic. Spektroskopija 
cirkularnega dikroizma in velikostno izključitvena kromatografija sklopljena s statičnim sipanjem 
svetlobe pri različnih kotih sta potrdili, da so se peptidi povezali v heterodimer ovite vijačnice le 
v prisotnosti Zn(II) ionov. Poleg tega so načrtovani peptidi delovali tudi kot pH stikala, saj so nizke 
vrednosti pH preprečile koordinacijo Zn(II) ionov, kar je vodilo do razvitja ovitih vijačnic. Na 
osnovi načrtovanega seta ovitih vijačnic smo uspeli pripraviti proteinski trikotnik, katerega zvitje 
je bilo pod kontrolo Zn (II) ionov. To kaže, da je načrtovani set Zn(II)-odzivnih ovitih vijačnic 
mogoče uporabiti za razvoj proteinskih kletk na osnovi ovitih vijačnic, katerih zvijanje in 
razvijanje je mogoče enostavno nadzorovati.  
  
ABSTRACT 
De novo protein design represents an exciting opportunity to explore the conformational space 
unsampled by nature and develop novel protein folds and functionality. One of the current 
challenges in the protein design field is the design of proteins that change their conformation in 
response to environmental cues. Conformational change of proteins in response to chemical or 
physical signals is the underlying principle of many regulatory and transport mechanisms in 
biological systems. The ability to design proteins whose conformational state can be precisely and 
reversibly controlled would facilitate the development of smart bio-inspired materials or molecular 
machines tailored for specific applications. We explored metal-binding site design to engineer 
peptide-based conformational switches that assemble into a dimeric coiled-coil in response to the 
addition of Zn(II) ions. Coiled-coil dimers are present in many natural proteins and have been used 
to construct synthetic protein nanostructures. Firstly, we designed a peptide called SwitCCh that 
formed a parallel homodimeric coiled-coil in the presence of Zn(II) or low pH. The addition of 
Zn(II) promoted formation of a parallel homodimer with an increase in thermal stability by more 
than 30 °C. The peptide could be reversibly cycled between the coiled-coil and random 
conformation. Furthermore, the SwitCCh peptide was orthogonal to the previously developed 
coiled-coil dimer set, indicating it could be used for regulated self-assembly of coiled-coil based 
nanostructures and materials. We further advanced our work by utilizing metal-binding site design 
to render a previously designed orthogonal set of coiled-coil heterodimers Zn(II)-responsive. 
Circular dichroism spectroscopy and size exclusion chromatography coupled to multi-angle light 
scattering confirmed the designed peptides assembled into coiled-coil heterodimers only in the 
presence of Zn(II). Additionally, designed peptides also acted as pH switches, since low pH 
prevented coordination of Zn(II) and lead to disassembling of coiled-coils. Our results showed the 
incorporation of a metal binding site not only preserved orthogonality, but that it is also a viable 
strategy for increasing the size of orthogonal sets. The designed Zn(II)-responsive coiled-coils 
were used for the construction of a triangular fold, whose assembly and disassembly was under 
the control of Zn(II) ions, demonstrating the designed set could facilitate the development of 
coiled-coil protein cages with easily controllable folding and unfolding.  
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1 UVOD 
1.1 Načrtovanje proteinov 
Proteini skupaj z nukleinskimi kislinami, lipidi in ogljikovimi hidrati predstavljajo temeljne 
gradnike življenja. V živih organizmih proteinske molekule sodelujejo pri številnih različnih 
procesih, kot so prepisovanje genskega zapisa (DNA in RNA polimeraze), sinteza in zorenje 
proteinov (ribosomski proteini in šaperoni), zaznavanje majhnih molekul ali svetlobe (npr. 
olfaktorni receptorji in fotoreceptorji kot rodopsin), pretvorba svetlobe v kemično energijo 
(proteini žetvenega kompleksa za svetlobo) ter pretvorba slednje v delo (motorni proteini) in 
pospešitev kemijskih reakcij (encimi). 
Proteinom opravljanje takšnega pestrega nabora funkcij omogoča njihova kemijska zgradba1. 
Velika večina naravnih proteinov je sestavljena iz 20 standardnih aminokislin, katerih vgradnja je 
zapisana v genetskem kodu in ki se med seboj razlikujejo po vrsti stranske skupine, ki je vezana 
na Cα atom. Funkcija proteinov je tesno povezana z njihovo strukturo, slednjo pa določa prav 
zaporedje aminokislin v polipeptidni verigi. Raziskovanje natančne povezave med 
aminokislinskim zaporedjem in proteinsko strukturo imenujemo problem zvijanja proteinov, ki 
kljub velikim napredkom v 50 letih od začetka raziskav na tem področju ostaja nerešen2,3. 
Raziskovalci, ki proučujejo problem zvijanja proteinov skušajo odgovoriti na tri glavna vprašanja: 
kako medatomske sile določajo proteinsko strukturo, kako napovedati nativno strukturo na podlagi 
aminokislinskega zaporedja in kakšen je mehanizem zvijanja proteinov. Kljub temu da problem 
še ni razrešen, pa v grobem odgovore na zastavljena vprašanja že poznamo: proteinska struktura 
je posledica tesnega pakiranja nepolarnih aminokislin v hidrofobno sredico, z razvojem polj 
molekulskih sil in boljših računalniških algoritmov za vzorčenje konformacij je postalo mogoče z 
visoko zanesljivostjo napovedati strukturo majhnih proteinov, zvitje proteinov pa poteka z 
zlaganjem krajših predhodno zvitih fragmentov4. 
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Slika 1: Izziv načrtovanja proteinov je ravno nasproten problemu zvijanja proteinov. Pri slednjem skušamo 
napovedati strukturo proteina na osnovi podanega aminokislinsko zaporedje, medtem ko pri načrtovanju proteinov 
iščemo eno ali več aminokislinskih zaporedij, ki se zvijejo v tarčno strukturo. 
Opisane ugotovitve niso prispevale le k boljšemu razumevanju strukture naravnih proteinov, 
temveč so omogočile načrtovanje popolnoma novih proteinskih zvitij. Problem načrtovanja 
proteinov je ravno obraten problemu zvijanja proteinov, saj namesto strukture, ki jo določa dano 
zaporedje, iščemo aminokislinsko zaporedje, ki se bo zvilo v tarčno strukturo (Slika 1). 
Načrtovanje proteinov tako služi tudi kot test razumevanja interakcij v proteinskih molekulah in 
njihovih interakcij z molekulami vode. Do sedaj odkrita naravna proteinska zvitja predstavljajo le 
majhen del konformacijskega prostora, ki je na voljo polipeptidni verigi. Sistematično 
raziskovanje tega prostora bi lahko privedlo do odkritja proteinov s popolnoma novimi 
katalitičnimi, strukturnimi, mehanskimi in senzoričnimi lastnostmi5,6. 
1.2 Razvoj področja načrtovanja proteinov 
Začetki načrtovanja proteinov segajo v osemdeseta leta 20. stoletja. Raziskovalci so za tarčo izbrali 
sveženj štirih α-vijačnic, ki predstavlja enostaven primer proteinske strukture7. Problema sta se 
sočasno lotili dve raziskovalni skupini. DeGrado in sodelavci so pri načrtovanju uporabili 
minimalno število različnih aminokislin8,9. Vijačnice so načrtovali na osnovi nagnjenosti 
aminokislin k tvorbi α-vijačne strukture. V skladu s povezovanjem vijačnic v svežnje, ki so ga 
opazili v naravnih proteinih10,11, so na eno izmed strani vijačnice postavili hidrofobne levcinske 
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aminokislinske ostanke, s čimer so dosegli urejanje vijačnic v tetramerne svežnje preko 
hidrofobnih interakcij. Topnost svežnjev so zagotovili s postavitvijo hidrofilnih aminokislinskih 
ostankov glutaminske kisline in lizina na stran vijačnice izpostavljene interakciji s topilom. Poleg 
tega je tvorba solnih mostičkov vzdolž vijačnice pripomogla tudi k stabilnosti strukture. 
Posamezne vijačnice so nato z uporabo kratkih zank povezali v eno samo verigo. Podoben cilj so 
si zastavili tudi Richardson in sodelavci12, vendar so nasprotno želeli povečati nabor uporabljenih 
aminokislin, da bi bilo zaporedje čim bolj podobno naravnim. V obeh primerih so uspešnost 
načrtovanja ocenili na osnovi meritev cirkularnega dikroizma, ki so pokazale, da sta proteina 
kompaktna z visokim deležem α-vijačne strukture. Kljub presenetljivim uspehom prvih poskusov, 
se je kasneje izkazalo, da imajo kljub dobro definirani sekundarni strukturi načrtovani proteini 
nekoliko drugačne fizikalne lastnosti kot naravni proteini z natančno določeno strukturo7. Za 
načrtovane proteine je bila značilna nizka kooperativnost pri kemijski denaturaciji, šibek ali 
neobstoječ prehod pri toplotni denaturaciji, slaba disperzija NMR signalov in hitra izmenjava 
skeletnih amidnih protonov s topilom, kar ni značilno za nativno stanje, temveč za stanje 
razrahljanega klobčiča13,14. Zaradi nizke strukturiranosti prav tako ni bilo mogoče določiti 
strukture načrtovanih proteinov z visoko ločljivostjo14. Znanstveniki so ocenili, da je glavni vzrok 
za opažene lastnosti neustrezno pakiranje aminokislinskih ostankov v hidrofobni sredici, ki je bilo 
manj specifično in posledično manj učinkovito kot v naravnih proteinih13–16. Raziskave so se zato 
v naslednjih letih usmerile v razvoj metod za bolj natančno načrtovanje hidrofobnih interakcij. 
Za načrtovanje proteinskih struktur so raziskovalci razvili več pristopov. Nove proteinske strukture 
je mogoče načrtovati s kovalentnim povezovanjem naravnih oligomerizacijskih domen17, z 
dizajniranjem interakcijskih površin med obstoječimi proteinskimi domenami18 ali pa jih 
načrtujemo de novo, tj. popolnoma na novo, brez zanašanja na obstoječe proteinske strukture1. 
Slednje zahteva dobro poznavanje povezave med aminokislinskim zaporedjem in strukturo in je v 
večini primerov mogoče le z uporabo računalniških metod, saj lahko z uporabo majhnega števila 
jasnih pravil zanesljivo načrtujemo le nekatere strukturne motive, kot so motiv cinkovega prsta19, 
kolagen20 in ovita vijačnica21. 
Eden izmed velikih uspehov načrtovanja proteinov z uporabo računalniških metod je bilo uspešno 
načrtovanje proteinskega zvitja, ki še ni bilo opaženo v naravi22. Ta dosežek sta omogočila razvoj 
računalniških metod za načrtovanje hidrofobnih interakcij na osnovi rotamernih knjižnic in 
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uporaba različnih tehnik optimizacije energije14,23–25. Ključni lastnosti računalniških programov za 
načrtovanje proteinov sta zmožnost učinkovitega generiranja možnih konformacij in pravilen 
izračun njihove energije26,27. Za vzorčenje konformacijskega prostora so v uporabi različni 
algoritmi, kot je eliminacijski algoritem, linearno programiranje in optimizacija Monte Carlo28–30. 
Rezultatske funkcije so ponavadi kombinacija fizikalnih in empiričnih členov27. Programski paket 
Rosetta31 je med programi za načrtovanje proteinov najbolj razširjen. Medtem ko rezultatska 
funkcija Rosetta zelo dobro opiše hidrofobne interakcije, ima z opisom energijskega doprinosa 
polarnih interakcij, kot so vodikova vez, še vedno težave32. Pri načrtovanju proteinov z 
računalniškimi metodami je poleg pravilnosti energijske funkcije glavna ovira čas, ki je potreben 
za ustrezno vzorčenje konformacijskega prostora33. Da bi zmanjšali računalniško zahtevnost 
načrtovanja proteinov, skušajo znanstveniki razviti različne hitrejše algoritme za izračun 
rezultatske funkcije in vzorčenje konformacijskega prostora34–38. Trenutno je z računalniškimi 
metodami mogoče v sprejemljivem času načrtovati proteine, ki vsebujejo največ 100 
aminokislinskih ostankov. Večje strukture je mogoče doseči z uporabo proteinskih modulov z 
znano tri-dimenzionalno strukturo, kot so ovite vijačnice. 
1.3 Motiv ovite vijačnice 
Ovita vijačnica je eden izmed najbolj razširjenih proteinskih strukturnih motivov v naravi in 
predstavlja približno 10 % celotnega proteoma v evkariontih39. V bioloških sistemih ovite 
vijačnice opravljajo strukturno vlogo, sodelujejo v regulatornih in signalnih mehanizmih in kot 
transkripcijski faktorji nadzorujejo prepisovanje DNA40. 
Strukturni motiv ovite vijačnice je zaradi dobrega razumevanja pravil njegove tvorbe priljubljen 
med načrtovalci proteinov41–46. Značilnost ovite vijačnice (angl. coiled-coil, CC) je heptadna 
ponovitev hpphppp, kjer h označuje hidrofobne aminokisline in p polarne. Mesta v heptadni 
ponovitvi so označena z abcdefg. Tvorba ovite vijačnice je posledica hidrofobnih interakcij med 
aminokislinami na mestih a in d, ter elektrostatskih interakcij med aminokislinami na položajih e 
in g. Posamezne vijačnice se med seboj tesno pakirajo tako, da je izpostavljenost hidrofobnih 
aminokislin topilu čim manjša, kar privede do levosučnega dodatnega zvitja (tako imenovano 
superzvitje). Zaradi superzvitja se število aminokislinskih ostankov na obrat α-vijačnice zmanjša 
s 3,6 za idealne α-vijačnice na 3,5. Francis Crick je prvi pravilno opisal strukturo ovitih vijačnic 
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(Slika 2). Njegove enačbe še danes predstavljajo osnovo programov za modeliranje struktur 
ovitih vijačnic in vijačnih svežnjev47. Položaj atomov v proteinskem ogrodju lahko opišemo z 
naslednjim setom parametričnih enačb: 
𝑥 = 𝑅0 cos(𝜔0𝑡 + 𝜙𝑜)
+ 𝑅1 cos(𝜔0𝑡 + 𝜙𝑜) cos(𝜔1𝑡 + 𝜙1)
− 𝑅1 cos(𝛼) sin(𝜔0𝑡 + 𝜙𝑜) sin(𝜔1𝑡 + 𝜙1) , 
𝑦 = 𝑅0 sin(𝜔0𝑡 + 𝜙𝑜)
+ 𝑅1 sin(𝜔0𝑡 + 𝜙𝑜) cos(𝜔1𝑡 + 𝜙1)
+ 𝑅1 cos(𝛼) cos(𝜔0𝑡 + 𝜙𝑜) sin(𝜔1𝑡 + 𝜙1) , 
𝑧 =
𝜔0𝑅0
tan(𝛼)
𝑡 − 𝑅1 sin(𝛼) sin(𝜔1𝑡 + 𝜙1), 
(Enačba 1) 
 
(Enačba 2) 
 
(Enačba 3) 
kjer je α presečni kot med vijačnicama (Slika 2a), 𝑅0 radij (Slika 2b), 𝜔0 frekvenca, 𝜙𝑜 pa fazni 
zamik superzvitja (za dimere znaša 180o); 𝑅1, 𝜔1 in 𝜙1 so radij, frekvenca oziroma fazni zamik 
posamezne vijačnice. t označuje indeks aminokislinskega ostanka. 
Aupič, J. Načrtovanje de novo proteinskega konformacijskega stikala na osnovi motiva ovite 
vijačnice. Doktorska disertacija. Ljubljana. Univerza v Ljubljani. 2020 
6 
 
Slika 2: Shematska predstavitev strukture in povezovanja ovitih vijačnic. (a, b) Prikaz strukture reprezentativne 
ovite vijačnice (tropomiozin, PDB:1C1G) iz strani (a) in vzdolž osi superzvitja (b). Na slikah so prikazani 
karakteristični parametri, ki določajo strukturo ovitih vijačnic. (c) Za hidrofobne aminokislinske ostanke v dimernih 
ovitih vijačnicah je značilno tako imenovano "pakiranje gumbov v praznine". (d, e) Predstavitev interakcij v 
paralelnih oziroma antiparalelnih ovitih vijačnicah z vijačnim kolesom in seznam najpogostejših aminokislin 
vključenih v interakcijo (povzeto po 48).  
Vrsta aminokislin na položajih a, d in e, g močno vpliva na oligomerizacijsko stanje in orientacijo 
verig v oviti vijačnici (Slika 2c). Po določitvi kristalne strukture paralelnega homodimera ovite 
vijačnice GCN449, ki v kvasovkah deluje kot transkripcijski faktor, so raziskovalci na podlagi 
aminokislinskega zaporedja GCN4 načrtovali več peptidov, ki so osvetlili vpliv aminokislinskih 
ostankov na položajih a in d v heptadni ponovitvi na oligomerizacijske lastnosti ovitih vijačnic50. 
Pokazali so, da različne kombinacije izolevcinskih in levcinskih aminokislinskih ostankov na 
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mestih a in d vodijo do dimernih, trimernih ali tetramernih struktur. Poleg hidrofobnih aminokislin 
lahko mesta a in d zasedajo tudi polarne aminokisline (Slika 2d). Delež polarnih aminokislin na 
mestih a in d v naravnih ovitih vijačnicah je približno 20 %51. Polarne aminokisline močno vplivajo 
na specifičnost tvorbe ovite vijačnice, saj je parjenje dveh polarnih aminokislin v hidrofobni 
sredici veliko ugodneje, kot če se vodikova vez ne vzpostavi51–53. S postavljanjem alaninskih in 
asparaginskih aminokislinskih ostankov na položaje a in d je mogoče doseči tudi antiparalelno 
orientacijo verig v zvitju, vendar so natančna pravila manj jasna54–56, zaradi česar ima večina 
načrtovanih ovitih vijačnic peptidni verigi v paralelni orientaciji (Slika 2d, e)55. 
Woolfson in sodelavci so pokazali, da postavitev hidrofobnih aminokislin na mesta e in g privede 
do svežnjev višjega reda kot so pentameri, heksameri in heptameri57,58. Slednji v naravi še niso bili 
opaženi59. Razlika v prosti energiji med posameznimi oligomerizacijskimi stanji je pogosto 
nizka60. To predstavlja oviro za doseganje oligomerizacijske specifičnosti, a odpira možnost 
načrtovanje konformacijskih stikal, to je proteinskih zvitij, ki ob spremembi pogojev v raztopini 
spremenijo svojo konformacijo. 
Strukturo ovitih vijačnic dodatno stabilizirajo ionski solni mostički med aminokislinami na 
položajih e in g42. S postavljanjem aminokislinskih ostankov glutaminske kisline in lizina na te 
položaje lahko pomembno vplivamo na selektivnost tvorbe ovitih vijačnic61. Prav tako je mogoče 
nadzorovati orientacijo verig v zvitju62. Gurnon in sodelavci so s postavljanjem ustrezno nabitih 
aminokislin na položaje e in g uspešno načrtovali de novo peptid, ki je tvoril homodimer ovite 
vijačnice s peptidnima verigama v antiparalelni orientaciji62. 
Aminokisline na heptadnih mestih b, c, f so izpostavljene topilu in tako nimajo pomembnega 
vpliva na oligomerizacijsko stanje, orientacijo verig in specifičnost interakcije v oviti vijačnici. 
Aminokisline na mestih b, c, f so praviloma hidrofilne, kar omogoča ugodno interakcijo z 
molekulami vode in prispeva k stabilnosti zvitja. Raziskovalci so pokazali, da je z uvajanjem (i, 
i+3) in (i, i+4) solnih mostičkov med mesti b, c, f mogoče vplivati na delež α-vijačnice v strukturi 
peptidov in tako uravnavati stabilnost ovite vijačnice brez spreminjanja specifičnosti interakcije63. 
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Ovite vijačnice so odličen primer, kako je 
poznavanje povezave med aminokislinskim 
zaporedjem in nativno strukturo, pridobljeno z 
raziskovanjem strukture, stabilnosti in zvitja 
proteinov51,52,64–66, mogoče izkoristiti za 
načrtovanje novih proteinskih zvitij z lastnostmi 
prilagojenimi za specifične aplikacije43,67,68. 
Pridobljeno znanje omogoča zanesljivo načrtovanje 
ovitih vijačnic z uporabo enostavnih pravil parjenja. 
Po tej plati so ovite vijačnice podobne nukleinskim 
kislinam, kjer je povezovanje posameznih 
oligonukleotidnih verig nedvoumno določeno z 
Watson-Crickovim pravilom baznih parov (Slika 
3a). Slednje je omogočilo načrtovanje in uspešno 
pripravo kompleksnih DNA struktur različnih 
oblik69–71 (Slika 3b). 
Ovite vijačnice so podobno odlični gradniki za 
uporabo pri modularnem načrtovanju, kjer več 
proteinskih enot z znanim interakcijskim vzorcem 
povežemo med seboj na način, ki pripelje do tvorbe 
večjih proteinskih struktur. Raziskovalci so takšen 
pristop uporabili za načrtovanje trikotnih 
proteinskih struktur72,73, ki nastanejo s 
povezovanjem treh dipeptidnih verig, in različnih 
proteinskih kletk74,75, ki nastanejo z ustreznim 
zvijanjem ene same polipeptidne verige. Vsi 
navedeni primeri temeljijo na uporabi ortogonalnih setov ovitih vijačnic76–78. To so peptidni seti, 
kjer vsak peptid tvori ovito vijačnico le s svojim specifičnim peptidnim partnerjem, z ostalimi 
peptidi v setu pa interagira bistveno šibkeje.  
Slika 3: Primerjava parjenja ovitih vijačnic s 
povezovanjem DNA verig v dvojno vijačnico. (a) 
DNA verigi se povežeta v dvojno vijačnico v 
antiparalelni orientaciji, pri čemer se gvanin pari s 
citozinom, timin pa z adeninom. (b) Zaradi 
enoznačnega parjenja nukleotidnih ostankov je 
mogoče iz DNA pripraviti kompleksne 
nanostrukture, kot je na primer kvadratna piramida 
(povzeto po 71,75). 
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1.4 Ortogonalni seti ovitih vijačnic 
Za načrtovanje kompleksnih modularnih proteinskih zvitij potrebujemo ortogonalne sete z velikim 
številom elementov. Kljub dobremu razumevanju samo-sestavljanja ovitih vijačnic, ostaja 
načrtovanje sintetičnih ortogonalnih peptidnih setov velik izziv. Napredki v načrtovanju in 
eksperimentalnih metodah za ovrednotenje proteinskih interakcij v ovitih vijačnicah tako in 
vitro79,80 kot in vivo81,82 so omogočili razvoj več ortogonalnih setov različnih velikosti, ki se med 
seboj razlikujejo po dolžini in orientaciji peptidov v ovitih vijačnicah, ki sestavljajo set. 
Bromley in sodelavci so razvili enega izmed prvih sintetičnih ortogonalnih setov, ter ga 
poimenovali "α-vijačni tektoni"76. Set je bil sestavljen iz šestih peptidov, ki so vsebovali tri 
heptadne ponovitve in tvorili tri paralelne heterodimere. Gradišar in sodelavci so s kombiniranjem 
vzorca elektrostatskih interakcij in asparaginskih aminokislinskih ostankov na mestih a uspeli 
načrtovati set štirih paralelnih heterodimerov ovite vijačnice. Za napoved interakcijske energije 
vseh možnih peptidnih parov so uporabili Hagemannovo rezultatsko funkcijo83. Načrtovani peptidi 
so bili dolgi štiri heptadne ponovitve in vsebovali C-terminalno pokrovno zaporedje "SPED" za 
stabilizacijo α-vijačnice84. Ti peptidi so bili uporabljeni za načrtovanje proteinskih kletk v obliki 
različnih poliedrov. Raziskovalci so pokazali, da je ortogonalni set mogoče sestaviti tudi iz 
sintetičnih peptidov, ki tvorijo peptidno knjižnico SYNZIP85. Peptidi, ki tvorijo to knjižnico, so 
bili načrtovani za specifično vezavo regije bZIP v transkripcijskih faktorjih86, a so raziskovalci 
kasneje odkrili, da razviti peptidi izkazujejo tudi visoko stopnjo navzkrižne heteroasociacije 
znotraj knjižnice. Biofizikalna karakterizacija 14 peptidov SYNZIP in vitro je razkrila, da se 
izbrani peptidi lahko povežejo v 22 različnih heterodimerov ovite vijačnice, pri čemer največji 
ortogonalni set vsebuje štiri pare. Set SYNZIP se od ostalih razlikuje po tem, da vsebuje peptide 
različnih dolžin, dolgih pet do sedem heptadnih ponovitev. Vpliv večjega število heptadnih 
ponovitev se najpomembneje kaže v večji termodinamični stabilnosti razvitih ovitih vijačnic, saj 
je konstanta disociacije za večino peptidnih parov v nanomolarnem področju. Nedavno je Crooks 
s sodelavci predstavil največji set do sedaj87. Z uporabo algoritma bCIPA88 za napoved energije 
interakcije so načrtovali set osmih paralelnih heterodimerov, kjer je bil vsak peptid dolg štiri 
heptadne ponovitve. Meritve toplotne denaturacije so pokazale, da je le sedem parov tvorilo ovito 
vijačnico z visoko stopnjo specifičnosti, s temperaturo konformacijskega prehoda za načrtovane 
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peptidne pare nad 70 oC in vsaj 10 oC nižjo temperaturo konformacijskega prehoda za vse ostale 
ne-tarčne interakcije.  
Negron in sodelavci so opisali načrtovanje edinega ortogonalnega seta antiparalelnih dimerov 
ovite vijačnice54. V raziskavi so načrtovali dva seta homodimernih ovitih vijačnic dolgih šest 
heptadnih ponovitev, vendar so le trije peptidi pretežno tvorili antiparalelne homodimere, ostali pa 
so se povezali v strukture višjega reda62. Set poimenovan APH je še posebej pomemben za 
načrtovanje večjih proteinskih zvitij na osnovi ovitih vijačnic, saj je za nekatere arhitekture 
potrebna kombinacija tako paralelnih kot antiparalelnih dimerov ovite vijačnice.  
Opisani ortogonalni seti so bili načrtovani z uporabo mešanice racionalnih in računalniških 
pristopov. Raziskovalci so za dosego cilja uporabili različne računalniške algoritme, vendar si ti 
delijo mnoge skupne značilnosti. Nabor dovoljenih aminokislin je bil omejen v skladu s prej 
odkritimi pravili, ki določajo oligomerizacijske lastnosti in specifičnost ovitih vijačnic. Pri 
načrtovanju paralelnih ortogonalnih setov76,78,87, so bili le aminokislinski ostanki lizina in 
glutaminske kisline dovoljeni na položajih e:g, medtem ko so mesta a lahko zasedali le 
asparaginski ali izolevcinski aminokislinski ostanki. Na mestih d so bili praviloma dovoljeni le 
levcinski aminokislinski ostanki. Le mesta a, d, e in g v heptadni ponovitvi so se lahko spreminjala 
med načrtovanjem, medtem ko so na mesta b, c, f raziskovalci postavili aminokislinske ostanke, 
ki so pogosto prisotni v α-vijačnicah ali omogočajo tvorbo α-vijačnice preko tvorbe solnih 
mostičkov. Vsi algoritmi za ovrednotenje interakcijske energije med peptidnimi pari uporabljajo 
rezultatsko funkcijo, ki temelji na aminokislinskem zaporedju in ne strukturi, ter vsebuje več 
utežnih členov, ki opisujejo elektrostatske in hidrofobne interakcije. Rezultatske funkcije se 
razlikujejo v vrednostih uteži in upoštevanju določenih členov, kot je na primer napovedan delež 
aminokislinskih ostankov v α-vijačni konformaciji88. 
V večini primerov76,78,87 so raziskovalci zgoraj opisana pravila uporabili za tvorbo obsežnih 
knjižnic vseh dovoljenih peptidnih zaporedij. Nato so za vse peptidne pare izračunali napovedano 
interakcijsko energijo in iz knjižnice izbrali set peptidov z ortogonalnim interakcijskim vzorcem. 
Opisani pristop je z računalniškega vidika razmeroma zahteven, zato so raziskovalci razvili 
algoritme, ki optimizirajo energijsko razliko med tarčnimi in ne-tarčnimi interakcijami že ne 
nivoju načrtovanja54,86. 
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Čeprav so zgoraj opisani peptidni seti sintetični, je ortogonalne sete mogoče sestaviti tudi iz 
naravno prisotnih peptidnih parov. Kljub temu da imajo zelo podobna aminokislinska zaporedja, 
so raziskovalci opazili, da človeški transkripcijski faktorji bZIP tvorijo ovite vijačnice z visoko 
stopnjo specifičnosti89,90.  
Seti, ki so trenutno na voljo, so omejenih velikosti in vsebujejo < 10 parov. Slednje je posledica 
majhnih razlik v prosti energiji tarčnih in ne-tarčnih interakcij. Dobremu poznavanju pravil tvorbe 
ovitih vijačnic navkljub, jasna strategija za razvoj obsežnih knjižnic ortogonalnih parov ovitih 
vijačnic še ni na voljo. Omejena velikost dostopnih ortogonalnih setov je ena izmed glavnih ovir 
za uporabo ovitih vijačnic za konstrukcijo velikih proteinskih struktur. 
1.5 Uporaba motiva ovite vijačnice za načrtovanje večjih proteinskih zvitij 
Kako pomemben je razvoj ortogonalnih setov za področje načrtovanja proteinov, so dokazali prvi 
uspešno načrtovani modularni proteinski skupki na osnovi ovitih vijačnic (Slika 4). Z ustreznim 
povezovanjem neinteragirajočih α-vijačnih tektonov preko glicinskih linkerjev so raziskovalci 
ustvarili 6-9 nm dolge α-vijačne nanopalice76. Na podoben način kot α tektone so raziskovalci 
razvili nov set treh heterodimernih ovitih vijačnic, pri čemer sta dva para interagirala v paralelni, 
tretji par pa v antiparalelni orientaciji72. Razviti set so uporabili za načrtovanje trikrake osi (Slika 
4a, Slika 4c). Raziskovalci so pokazali, da je z enakim pristopom mogoče načrtovati tudi 
dvodimenzionalni nano-trikotnik sestavljen iz treh dipeptidnih verig (Slika 4b, Slika 4d). Trikotno 
obliko so dosegli s strateškim povezovanjem ne-interagirajočih peptidov iz ortogonalnega seta 
SYNZIP s povezovalci dolgimi deset aminokislin. S kombinacijo eksperimentalnih tehnik so 
dokazali, da nastali skupek v raztopini zavzame trikotno geometrijo, tako kot so načrtovali, pri 
čemer je bila karakteristična dolžina posameznega delca 10 nm. 
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Slika 4: Modeli nanostruktur načrtovanih na osnovi dimerov ovite vijačnice.  (a) Trikraka os je bila dosežena s 
povezovanjem parov ovitih vijačnic z disulfidno vezjo. (b) Struktura nano-trikotnika določena na osnovi meritev 
ozkokotnega sipanja rentgenskih žarkov (SAXS). (c, d) Shemi nanostruktur predstavljenih na slikah a in b. 
Obarvane puščice predstavljajo posamezne ovite vijačnice (povzeto po 48). 
V opisanih študijah je bila končna struktura dosežena s samo-sestavljanjem več polipeptidnih 
verig. V tem primeru je tvorba končne struktura podvržena vplivu koncentracij posameznih 
polipeptidnih verig in jakosti interakcij med posameznimi peptidnimi segmenti. Raziskovalci so 
pokazali, da je mogoče diskretne proteinske strukture načrtovati tudi s povezovanjem ortogonalnih 
ovitih vijačnic v eno samo polipeptidno verigo91. Gradišar in sodelavci ter Ljubetič in sodelavci 
so na ta način načrtovali proteinske kletke v obliki različnih poliedrov (Slika 5)74,75. Vrstni red 
peptidnih gradnikov, ki je vodil v tarčno strukturo, so izračunali s pomočjo teorije grafov. Pokazali 
so, da je mnoge kletke mogoče načrtovati le z uporabo kombinacije paralelnih in antiparalelnih 
ovitih vijačnic. Avtorji raziskave so zato za načrtovanje proteinskih kletk uporabili peptide iz 
ortogonalnega seta, ki ga je razvila Gradišar s sodelavci63,78, set antiparalelnih ovitih vijačnic 
APH54 in modificirane naravne ovite vijačnice92,93. 
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Slika 5: Strukture reprezentativnih proteinskih kletk v obliki (a) tetraedra, (b) kvadratne piramide in (c) trikotne 
prizme. Struktura je bila določena na osnovi meritev SAXS. Konture prikazujejo molekulsko ovojnico določeno s 
pomočjo elektronske mikroskopije z negativnim barvanjem. (d-f) Sheme predstavljenih struktur. Ovite vijačnice so 
prikazane z barvnimi puščicami (povzeto po 48). 
Strukturo reprezentativnih kletk v obliki tetraedra (Slika 5a, Slika 5d), kvadratne piramide (Slika 
5b, Slika 5e) in trigonalne prizme (Slika 5c, Slika 5f), ki so vsebovale 12, 16 oziroma 18 peptidnih 
segmentov, so potrdili z uporabo metode ozkokotnega sipanja rentgenskih žarkov in presevne 
elektronske mikroskopije. Raziskovalcem je uspelo načrtovati približno 20 različnih variant 
proteinskih kletk, kar kaže na robustnost razvite strategije poimenovane proteinski origami z 
uporabo ovitih vijačnic (angl. coiled-coil protein origami, CCPO). Raziskovalci so za lažje 
načrtovanje proteinskih kletk razvili programski paket CoCoPOD (https://github.com/NIC-
SBI/CC_protein_origami)75.  Ena izmed glavnih značilnosti proteinskih kletk je prisotnost votline 
v njihovi notranjosti. Njena velikost je odvisna od oblike kletke in dolžine peptidov, ki tvorijo 
kletko. Raziskovalci so pokazali, da so se kletke pravilno zvile tudi v sesalskih celicah in živalih. 
Poleg tega raziskovalci niso zasledili vnetnih znakov ali poškodb ledvic, kar kaže, da sesalske 
celice proteinskih kletk niso zaznale kot tuje. Zaradi odsotnosti škodljivih učinkov in vivo in 
posebne strukture z veliko votlino v notranjosti, so proteinske kletke obetavno ogrodje za razvoj 
različnih biotehnoloških aplikacij kot so enkapsulacija in dostava terapevtskih učinkovin. 
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1.6 Uporaba motiva ovite vijačnice za načrtovanje konformacijskih stikal 
Eden izmed izzivov na področju načrtovanja proteinov je dizajn proteinov, ki se na spremembo v 
okoljskih pogojih, kot so pH, svetloba, redoks potencial, prisotnost specifičnih ligandov ali 
kovinskih ionov, odzovejo s spremembo svoje konformacije94,95. Takšnim proteinom pravimo 
konformacijska stikala. Za načrtovanje proteinskih stikal moramo poiskati aminokislinsko 
zaporedje, ki ustreza ne le enemu, temveč dvema različnima specifičnima konformacijskima 
stanjema, med katerima je mogoče nadzorovano preklapljati. Zmožnost načrtovanja proteinov, 
katerih konformacijo je mogoče enostavno nadzorovati, je še posebej pomembna za razvoj 
proteinov z novim delovanjem, saj mnoge raziskave kažejo, da je v živih organizmih aktivnost 
številnih naravnih proteinov regulirana ravno preko konformacijskih sprememb96,97.  
Ovite vijačnice so primerno ogrodje za načrtovanje konformacijske fleksibilnosti, saj so razlike v 
prosti energiji različnih oligomerizacijskih stanj pogosto zelo nizke98. Medtem ko to predstavlja 
oviro za načrtovanje ovitih vijačnic z visoko ravnijo oligomerizacijske specifičnosti, je zaželeno 
pri načrtovanju konformacijskih stikal. Lizatović in sodelavci so nedavno pokazali, da je mogoče 
s spremembo enega samega aminokislinskega ostanka v peptidnem zaporedju pretvoriti stabilen 
homopentameren klobčič α-vijačnic v pH stikalo, ki preklaplja med pentamernim in heksamernim 
skupkom60. Raziskovalci so na osnovi motiva ovite vijačnice razvili več različnih pH-odzivnih 
konformacijskih stikal60,99–101. V večini primerov je bila pH-odzivnost dosežena z ustrezno 
postavitvijo aminokislinskih ostankov na mesta e in g v heptadni ponovitvi. Minelli in sodelavci 
so z opisano strategijo spremenili GCN464,102 v pH stikalo100. Aminokislinske ostanke glutaminske 
kisline in lizina so postavili na mesta e in g tako, da je peptid tvoril homodimer le v območju nizkih 
vrednostih pH, v bazičnem pa je disociiral100. Poleg pH stikal je raziskovalcem uspelo razviti še 
dimere ovite vijačnice, ki so se odzivali na svetlobo103,104, redoks potencial105, hidrofobne 
ligande106 in fosforilacijo107, medtem ko stikal, katerih strukturo bi bilo mogoče uravnavati s 
kovinskimi ioni, v literaturi nismo zasledili. 
Kovinski ioni so še posebej primerni za načrtovanje konformacijskih sprememb, saj imajo 
pomembno vlogo v številnih bioloških sistemih108. Eden izmed najpogostejših kovinskih 
kofaktorjev v proteinih so cinkovi ioni, ki so prisotni v več kot polovici človeških metaloproteinov, 
katerih struktura in aktivnost je odvisna od vezave Zn(II) ionov109. Slednji tako sodelujejo pri 
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celični delitvi in diferenciaciji ter pri prenosu signalov v celicah. Po zaslugi številnih statističnih 
analiz kristalnih struktur proteinov, ki vsebujejo vezavno mesto za Zn(II) ione, so aminokislinski 
ostanki, ki najpogosteje sodelujejo pri vezavi Zn(II) ionov, in koordinacijska geometrija dobro 
poznani111–113. Zn(II) ione v največji meri koordinirajo aminokislinski ostanki histidina, cisteina, 
glutaminske kisline in asparaginske kisline, ki so najpogosteje razporejeni okoli kovinskega centra 
v skoraj idealni tetraedrični geometriji112,113. Razdalja med Zn(II) ionom in koordinirajočimi atomi 
je približno 2 Å112,113. Prvo koordinacijsko sfero dodatno stabilizirajo vodikove vezi z bližnjimi 
aminokislinami114. Dobro poznavanje koordinacijskih lastnosti Zn(II) ionov v naravnih proteinih, 
je omogočilo osnovanje jasnih pravil za načrtovanje metaloproteinov115.  
Vključitev ovitih vijačnic, ki se odzivajo na Zn(II) ione, v proteinske kletke na osnovi dimera ovite 
vijačnice bi omogočila reverzibilno nadzorovanje njihovega samo-sestavljanja preko uvedbe 
Zn(II) ionov v raztopino, kar bi povečalo njihov potencial za uporabo v različnih biotehnoloških 
aplikacijah. Kljub temu da so koordinacijske lastnosti Zn(II) dobro raziskane, pa konformacijskih 
stikal na osnovi dimera ovite vijačnice, ki bi se odzivala na Zn(II) ione, ni na voljo. Znanstveniki 
so do sedaj razvita konformacijska stikala načrtovali na osnovi svežnjev α-vijačnic, ki vsebujejo 
vsaj tri peptidne verige. Cerasoli in sodelavci so načrtovali peptid, ki je ob dodatku Zn(II) ionov 
prešel iz trimera ovite vijačnice v monomer z zakopanimi hidrofobnimi aminokislinskimi ostanki 
in vezanim Zn(II) ionom. Struktura monomera je bila načrtovana na osnovi pogosto opaženega 
motiva cinkovega prsta116. Suzuki in sodelavci so načrtovali peptid, ki je v prisotnosti Ni(II), 
Cu(II), Zn(II) ali Co(II) ionov tvoril ovito vijačnico sestavljeno iz treh paralelnih α-vijačnic, v 
odsotnosti kovinskih ionov pa je zavzel konformacijo naključnega klobčiča117. V tem primeru je 
cinkove ione koordiniralo šest histidinskih ostankov, dva na peptidno verigo, v oktaedrični 
razporeditvi117. Zmanjšanje števila histidinskih ostankov na tri je povečalo selektivnost 
načrtovanega stikala, saj se je v tem primeru ovita vijačnica tvorila le v prisotnosti Zn(II) in Cu(II) 
ionov118. Der in sodelavci so uspešno spremenili monomer tako, da je v prisotnosti Zn(II) ionov 
tvoril simetrični homodimer s konstanto disociacije, KD, nižjo od 30 nM. Ker so dimerizacijo 
načrtovali ne le preko koordinacije kovinskih ionov, temveč tudi aminokislin na stiku med 
posameznima monomeroma, so tvorbo dimera opazili tudi v odsotnosti Zn(II) ionov, le da je bila 
KD višja (4 µM)119.  
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Ker opisana stikala v zvitem stanju zavzamejo obliko svežnja α-vijačnic, niso primerna za uporabo 
v proteinskih skupkih na osnovi ovitih vijačnic. Glavni razlog za uporabo svežnjev α-vijačnic je 
manjše število nativnih kontaktov v dimeru ovite vijačnice, ki bi bili primerni za vnos vezavnega 
mesta, v primerjavi z zvitji z višjim oligomerizacijskim številom. Ker so za koordinacijo Zn(II) 
ionov običajno potrebni tri ali štiri aminokislinski ostanki, ki jih je težko v ustrezni geometrijski 
razporeditvi vnesti v dimer ovite vijačnice, ne da bi pomembno spremenili oligomerizacijsko 
stanje in specifičnost tvorbe, je načrtovanje Zn(II)-odzivnih dimerov ovite vijačnice težavno. 
Vezavna mesta za Zn(II) ione, ki vsebujejo manjše število aminokislinskih ostankov, so prisotna 
v naravnih proteinih, a so manj številčna in tako manj raziskana.  
V literaturi smo zasledili le en primer peptida, ki je tvoril dimer ovite vijačnice ob dodatku Zn(II) 
ionov120. Raziskovalci so koordinacijo Zn(II) ionov dosegli z vnosom γ-karboksiglutaminske 
kisline na položaj e in g v tretji heptadni ponovitvi. γ-karboksiglutaminska kislina je ena izmed 
nestandardnih aminokislin in se v proteinih pojavi kot rezultat post-translacijskih modifikacij121. 
Peptidni verigi, ki sta bili povezani na C-terminalnem koncu preko disulfidnega mostička, sta bili 
zaradi odboja med karboksilnimi skupinami v odsotnosti kovinskih ionov v razvitem stanju. 
Dodatek Zn(II) ionov je povzročil tvorbo paralelnega homodimera ovite vijačnice. Peptid se je 
enako odzival tudi na La(III), Yb(III) in Ca(II). Poleg tega so znanstveniki opazili tvorbo ovite 
vijačnice tudi pri nizkem pH v odsotnosti kovinskih ionov. Zaradi vključitve nenaravne 
aminokisline120, peptid ni mogoče uporabiti za načrtovanje proteinskih skupkov, ki bi jih bilo 
mogoče izraziti in vivo. 
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2 NAMEN IN HIPOTEZE 
V doktorskem delu smo želeli ugotoviti, ali je z načrtovanjem kovinskih vezavnih mest in 
ustreznim postavljanjem nabitih aminokislin mogoče razviti konformacijska stikala na osnovi 
motiva dimera ovite vijačnice. Razvoj konformacijskih stikal, ki bi jih bilo mogoče izraziti in vivo 
in vključiti v večje proteinske skupke načrtovane na osnovi ovitih vijačnic, bi omogočil razvoj 
dinamičnih proteinskih sistemov, katerih zvijanje in razvijanje bi bilo mogoče enostavno 
kontrolirati. Takšni sistemi imajo visok potencial za uporabo v biotehnologiji za enkapsulacijo in 
dostavo terapevtskih učinkovin ali za nadzor aktivnosti proteinskih domen zapakiranih v 
proteinske kletke. Poleg tega imajo konformacijska stikala velik potencial za uporabo v 
biosenzorjih122,123, kot regulatorni element ali rele v signalnih poteh in za preklopno 
biofunkcionalizacijo površin. Uspešno načrtovanje konformacijskih stikal bo nudilo tudi dodaten 
uvid v pravila tvorbe motiva ovite vijačnice. 
Nameravali smo pokazati: 
1. S pravilno postavitvijo histidinskih aminokislinskih ostankov na mesta a in d v 
heptadni ponovitvi je mogoče doseči tvorbo dimera ovite vijačnice le v prisotnosti 
kovinskih ionov. 
Gonilna sila za tvorbo dimera ovite vijačnice so hidrofobne interakcije med 
aminokislinami na položajih a in d, saj tvorba dimera prekine neugodne interakcije teh 
aminokislin z okoliškimi molekulami vode. Sklepamo, da bo že zamenjava majhnega 
števila teh hidrofobnih aminokislin s polarnimi histidinskimi aminokislinskimi ostanki 
predstavljala oviro za tvorbo hidrofobne sredice. Po drugi strani predpostavljamo, da bo 
dodatek Zn(II) ionov povzročil rekonstrukcijo dvojne vijačnice, posebej ker so 
koordinacijske vezi močnejše od medproteinskih interakcij. 
2. Peptidni pari razviti pod 1. točko lahko delujejo tudi kot pH stikala, saj je 
koordinacijska sposobnost histidinskih aminokislinskih ostankov odvisna od 
njihovega ionizacijskega stanja. 
Histidin koordinira Zn(II) ione preko prostega elektronskega para na dušikovem atomu 
stranske verige. pKa te skupine znaša približno 6. Pri nižjih vrednostih pH je prosti 
elektronski par protoniran in ni na voljo za koordinacijo, zaradi česar domnevamo, da 
tvorbe dimera ovite vijačnice ne bomo opazili. 
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3. S pravilno izbiro aminokislinskih ostankov na mestih e in g je mogoče načrtovati 
dimer ovite vijačnice s strukturo podvrženo vplivu pH.  
K tvorbi dimera ovite vijačnice prispevajo tudi Coulombske sile med aminokislinami na 
položajih e in g. Na teh mestih se najpogosteje pojavljajo aminokislinski ostanki 
glutaminske kisline in lizina, ki so pri fizioloških pogojih negativno oziroma pozitivno 
nabiti. S pravilno postavitvijo teh ostankov je mogoče doseči tvorbo dimera ovite 
vijačnice le v določenem pH območju. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Reagenti 
Aminokislinska zaporedja peptidov uporabljenih v raziskavi so navedena v Tabeli 1. Peptide z 
vsaj 70 % čistostjo smo naročili pri podjetju ProteoGenix (Francija). Vse ostale kemikalije smo 
kupili od proizvajalca Sigma-Aldrich. Kupljene peptide smo raztopili v deionizirani vodi do 
končne koncentracije približno 5 mg/ml. Raztopine peptidov za analizo smo pripravili z redčitvijo 
založnih raztopin z ustreznim pufrom. Sestava uporabljenih pufrov je navedena v Tabeli 2. 300 
mM založne raztopine Co(II), Cu(II), Mg(II), Ni(II) in Zn(II) ionov smo pripravili z raztapljanjem 
CoCl2, CuCl2 2H2O, MgSO4 7H2O, NiSO4 6H2O oziroma ZnSO4 7H2O v deionizirani vodi. 
Založno raztopino EDTA smo pripravili pri koncentraciji 300 mM v pufru TrisEDTA (Tabela 2).  
Tabela 1: Aminokislinska zaporedja uporabljenih peptidov.  
Ime peptida Aminokislinsko zaporedje 
   gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
P9SN    ENQSLEQ KNSQLKQ EISQLEQ EIQQLEY G 
SwitCCh    ENQSLEQ ENSQLKQ EISQLEQ EIQQLHY G 
SwitCCh-cys    ENQSLEQ ENSQLKQ EISQLEΦ EIQQLHY GC 
P3SHb3H3 GG EIKELEE EIRELEE KNEEHHR KNEWLKR GC 
P4SHb3H3 GG KIEELKR KIEKLKR ENREHER ENEWLER GC 
P3SHb3H4 YG EIKELEE EIRELEE KNEWLKR KNEEHHR GC 
P4SHb3H4 YG KIEELKR KIEKLKR ENEWLER ENREHER GC 
P5SHb3H2 YG ENRELEE KIREHHE KNEELKR EIKYLEE GC 
P6SHb3H2 YG KNEELKR EIERHEE ENRELER KIEYLKR GC 
P5SHb3H3    ENRELEE KIRELKE KNEEHHR EIKYLEE GC 
P6SHb3H3    KNEELKR EIERLEE ENREHER KIEYLKR GC 
P7SHb3H2    EIRELEE KNEEHHR EIRELEE KNEYLKR GC 
P8SHb3H2    KIEELKR ENREHER KIRELKR ENEYLER GC 
P5SHb6H YG ENRELEE KIREHHE KNEEHHR EIKYLEE GC 
P6SHb6H YG KNEELKR EIERHEE ENREHER KIEYLKR GC 
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Tabela 2: Kemijska sestava uporabljenih pufrov.  
Pufer Kemijska sestava 
TrisSwitCCh 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH = 7,5 
TrisCCset 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, pH = 7,5 
TrisEDTA 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH = 8 
TrisZn 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM Zn(II), pH = 7,5 
TrisCu 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM Cu(II), pH = 7,5 
Acetatni pufer 100 mM CH3COOH/CH3COONa, 150 mM NaCl, pH = 4 
3.2 Določanje koncentracije peptidnih raztopin 
Koncentracije peptidnih raztopin so bile določene s pomočjo meritev absorpcije svetlobe pri 280 
nm. Meritve smo izvedli z Agilent Carry 8454 UV-VIS spektrofotometrom. Ekstinkcijske 
koeficiente smo izračunali s pomočjo orodja ProtParam (εY = 1490 L mol-1 cm-1, εW = 5500 L mol-
1 cm-1)124, ki je na voljo na spletu. 
3.3 Spektroskopija cirkularnega dikroizma 
Sekundarno strukturo načrtovanih peptidov in polipeptidov ter njihovo temperaturno stabilnost 
smo analizirali s pomočjo spektroskopije cirkularnega dikroizma (CD). Meritve smo izvedli na 
instrumentu ChiraScan (Applied Photophysics, UK), opremljenim s Peltierjevim elementom za 
kontrolo temperature (Melcor, NJ, sedaj del Laird Technologies). Peptidne vzorce s koncentracijo 
monomera med 20 in 60 µM smo analizirali v kvarčni kiveti z optično potjo dolžine 1 mm. CD 
spektre za vzorce načrtovanih polipeptidov smo pomerili pri koncentraciji 5 - 10 µM. CD spektre 
smo posneli med 200 in 280 nm z 1 nm velikim korakom, pasovno širino 1 nm in časom integracije 
0,5 s. Vse meritve smo izvedli v treh ponovitvah in izračunali povprečni spekter in velikost napake. 
Delež α-vijačnice smo izračunali iz povprečne molarne eliptičnosti podane na aminokislinski 
ostanek (angl. mean residue ellipticity, MRE) pri 222 nm z uporabo enačbe125: 
𝐷𝑒𝑙𝑒ž 𝑜𝑠𝑡𝑎𝑛𝑘𝑜𝑣 𝑣 𝑜𝑏𝑙𝑖𝑘𝑖 𝛼‐ 𝑣𝑖𝑗𝑎č𝑛𝑖𝑐𝑒 (%)
=  MRE222/(MRE222
𝐻 × (1 − 2,57/𝑛)), 
(Enačba 4) 
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kjer je n dolžina aminokislinskega zaporedja in MRE222
𝐻  teoretična povprečna molarna eliptičnost 
pri 222 nm podana na aminokislinski ostanek za neskončno dolgo vijačnico. Kot vrednost MRE222
𝐻  
smo uporabili -39500 deg cm2 dmol-1 125. 
Da bi proučili, kako pH vpliva na sekundarno strukturo načrtovanih peptidov, smo meritve CD 
spektrov ponovili pri različnih vrednostih pH. Peptidne raztopine smo titrirali s 16 M HCl (aq). Po 
vsakem dodatku kisline smo pH raztopine preverili s pH metrom. 
Konstanto disociacije za vezavo kovinskih ionov v načrtovane ovite vijačnice smo določili s 
spremljanjem eliptičnosti pri 222 nm tekom titracije peptidnih raztopin s kovinskimi ioni. Med 
titracijo se je koncentracija kovinskih ionov spreminjala od 0,2 µM do 9 mM117. Konstanto 
disociacije smo določili z uporabo modela dveh stanj: 
𝑃 +
𝑛
2
𝑀 ↔
1
2
𝑃2𝑀𝑛, 
(Enačba 5) 
kjer oznaka P predstavlja peptid, oznaka M kovinski ion, n pa število vezanih kovinskih ionov. 
Delež proteina v zviti dimerni obliki, določenim na osnovi analize modela, smo primerjali z 
eksperimentalno določenim deležem peptida v zvitem stanju v odvisnosti od koncentracije 
kovinskih ionov v raztopini, f, ki smo go določili kot:  
𝑓 =
𝜃222 − 𝜃222
𝑧𝑎č𝑒𝑡𝑛𝑎
𝜃222
𝐶𝐶 − 𝜃222
𝑧𝑎č𝑒𝑡𝑛𝑎
, 
(Enačba 6) 
kjer je 𝜃222 eliptičnost pri 222 nm za raztopino peptida pri izbrani koncentraciji kovinskih ionov, 
𝜃222
𝑧𝑎č𝑒𝑡𝑛𝑎 in 𝜃222
𝐶𝐶  pa sta eliptičnost pri 222 nm za raztopino peptida pred dodatkom kovinskih ionov 
oziroma za raztopino popolnoma zvitega peptida. Prvo vrednost smo za vse proučevane peptide 
določili iz spektra posnetega na začetku titracije pred dodatkom kovinskih ionov. 𝜃222
𝐶𝐶  smo v 
primeru peptida SwitCCh določili iz CD spektra peptida v acetatnem pufru, za set heterodimernih 
stikal pa iz CD spektrov pomerjenih po koncu titracije, ko je bila raztopina peptidnega para 
zasičena s kovinskimi ioni. Konstanto ravnotežja smo izrazili kot  
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𝐾1𝐾2…𝐾𝑛 =
[𝑃][𝑀]
𝑛
2⁄
[𝑃2𝑀𝑛]
1
2⁄
=
(1 − 𝑓)[𝑃]𝑡 ([𝑀]𝑡 −
𝑛𝑓
2
[𝑃]𝑡)
𝑛
2⁄
(
𝑓
2
[𝑃]𝑡)
1
2⁄
, 
(Enačba 7) 
kjer 𝐾𝑖 označuje konstanto disociacije za i-to vezavno mesto. Za vezavo kovinskih ionov v dimer 
ovite vijačnice smo privzeli stehiometrijo vezave 1:1 (𝐾𝐷 = 𝐾1). Le v primeru Cu(II) ionov to ni 
vodilo do zadovoljivega ujemanja modela z eksperimentalnimi podatki. Opaženo odvisnost 
eliptičnosti pri 222 nm od koncentracije Cu(II) ionov smo zato skušali opisati z več različnimi 
modeli, kjer smo privzeli vezavo od dveh do petih Cu(II) ionov v dimer. Da bi poenostavili izračun, 
smo predpostavili, da so vsa vezavna mesta identična in neodvisna,  
𝐾𝐷 = 𝐾1 =  𝐾2 = ⋯ = 𝐾𝑛,  (Enačba 8) 
kjer je 𝐾𝐷 konstanta disociacije za posamezno vezavno mesto. V vseh primerih smo najboljše 
ujemanje dobili za vezavo štirih Cu(II) ionov v dimer ovite vijačnice.  
Temperaturo konformacijskega prehoda, Tm, smo določili z opazovanjem spreminjanja eliptičnosti 
pri 222 nm tekom toplotne denaturacije peptidnih raztopin. Raztopine peptidov smo segreli od 0 
do 90 °C s hitrostjo 1°C/min in pri vsakem povišanju temperature za 1 °C spremljali velikost 
cirkularnega dikroizma pri 222 nm. Efektivno temperaturo v vzorcu smo spremljali s pomočjo 
temperaturne sonde, ki smo jo vstavili v kiveto. Temperature konformacijskega prehoda smo 
določili s prileganjem ustreznega termodinamičnega modela s programom opisanim v Drobnak et 
al.126  
Orientacijo verig v oviti vijačnici smo določili preko meritev temperaturne stabilnosti ovite 
vijačnice s peptidnima verigama povezanima preko disulfidne vezi. Meritev smo izvedli pri 20, 40 
in 60 µM koncentraciji peptida. Vzorce smo pripravili tako, da smo varianto peptida z dodatnim 
cisteinskim aminokislinskim ostankom na C-terminalnem koncu (SwitCCh-cys, Tabela 1) 
raztopili v acetatnem pufru ali pufru Tris z dodanimi Zn(II) ioni v 100-kratnem molarnem 
presežku. Topnost peptida smo izboljšali z dodatkom acetonitrila v pufrni sistem do 2 % 
volumskega deleža. Da bi dosegli tvorbo disulfidnih mostičkov, smo vzorce pred meritvijo pustili 
na zraku čez noč. 
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3.4 Izotermna titracijska kalorimetrija za proučitev termodinamike 
dimerizacije 
Kalorimetrične titracije smo izvedli pri 25 oC z instrumentom MicroCal VP-ITC (Microcal, 
Northampton, MA). Injekcijsko iglo z volumnom 280 µL smo napolnili z raztopino peptida 
koncentracije 150-220 µM. Merilno celico (V = 1,3862 mL) smo napolnili s pufrom enakim 
tistemu v injekcijski igli. V merilno celico smo vnesli 27 dodatkov raztopine peptida in spremljali 
toplotni efekt ob disociaciji dimerov. Injicirani volumni so znašali 10 µL in bili med seboj 
razmaknjeni 600 s, z izjemo prvega dodatka z volumnom 2 µL in s 300 s razmakom pred 
naslednjim dodatkom. Konstante disociacije smo določili v različnih pogojih. ITC eksperimente 
smo izvedli v Tris, TrisZn, TrisCu in acetatnem pufru (Tabela 2). Pred meritvijo smo vse 
uporabljene raztopine razplinili v ultrazvočni kopeli. Integracijo toplotnih pulzov in modelsko 
analizo smo izvedli s programom, ki so ga razvili Drobnak in sodelavci126. Pred prileganjem smo 
od entalpogramov odšteli prispevek zaradi mešanja raztopin. Slednjega smo za vsak eksperiment 
ocenili na osnovi toplotnega efekta ob koncu titracije. Za prileganje eksperimentalnih podatkov 
smo uporabili enostaven model disociacije dimera na dva monomera 𝑃2 ↔ 2𝑃. Toplotni efekt 
povezan z i-tim dodatkom, 𝑞𝑖, smo opisali kot: 
𝑞𝑖 = ∆𝑑𝑖𝑚𝐻(𝑉𝑜([𝑃2]𝑖 − [𝑃2]𝑖−1) − 𝜕𝑉([𝑃2]𝑜 − [𝑃2]𝑖−1)), (Enačba 9) 
kjer je ∆𝑑𝑖𝑚𝐻 entalpija dimerizacije, 𝑉𝑜 volumen merilne celice in 𝜕𝑉 volumen dodatka.  
3.5 Velikostno izključitvena kromatografija sklopljena z meritvami statičnega 
sipanja svetlobe pri različnih kotih  
Velikostno izključitveno kromatografijo sklopljeno z meritvami statičnega sipanja svetlobe pri 
različnih kotih (angl. size-exclusion chromatography coupled to static light scattering, SEC-
MALS) smo izvedli na Waters e2695 HPLC sistemu sklopljenim z 2489 UV detektorjem (Waters, 
MA) in detektorjem Dawn8+ za statično sipanje svetlobe pri različnih kotih (Wyatt, CA). Pred 
meritvami smo peptidne vzorce pri koncentraciji 100-200 µM filtrirali s pomočjo 0,1 µm 
centrifugalnih filtrov Durapore (Merck Millipore, Ireland). Vzorce smo injicirali v kolono 
Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare, MA). Volumen injiciranega vzorca je bil 50 µL, pretok 
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mobilne faze skozi kolono pa 0,3-0,4 mL/min. Povprečen retencijski čas je znašal 20-35 minut. 
Peptid SwitCCh smo analizirali v treh mobilnih fazah: i) 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH = 6,7; ii) 
20 mM Tris, 150 mM NaCl, 30 mM ZnCl2, pH = 6,7; iii) 100 mM CH3COOH/CH3COONa, 150 
mM NaCl, pH = 4. Heterodimerne pare in načrtovana trikotna zvitja smo analizirali v dveh 
različnih mobilnih fazah: i) 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, pH = 7,5; ii) 50 mM Tris, 
150 mM NaCl, 2 mM ZnCl2, 1 mM TCEP, pH = 7. Podatke smo analizirali s programom Astra 
7.0 software (Wyatt, CA). 
3.6 Meritve dinamičnega sipanja svetlobe  
Meritve dinamičnega sipanja svetlobe (angl. dynamic light scattering, DLS) smo izvedli z 
instrumentom ZetasizerNano (Malvern, UK) pri 20 oC in kotu 173o. Valovna dolžina laserja je bila 
633 nm. Porazdelitev velikosti delcev smo izračunali s programsko opremo proizvajalca 
instrumenta. Peptidne raztopine so bile analizirane pri koncentraciji 60 µM. 
3.7 Molekulsko modeliranje in simulacije molekulske dinamike 
Modelne strukture ovitih vijačnic smo pripravili z uporabo programskega jezika Python in 
programske knjižnice ISAMARD127, ki vsebuje orodja za modeliranje ovitih vijačnic. Strukturne 
parametre (radij superzvitja, dolžina zavoja in Crickov kot) smo optimizirali z uporabo genetskega 
algoritma. Med energijsko optimizacijo smo dopuščali sledeče vrednosti parametrov: radij 5 ± 1 
Å, dolžina zavoja 200 ± 60 Å, Crickov kot aminokislinskega ostanka na heptadnem položaju a 26 
± 27o. Relativni zamik vzdolž osi superzvitja je bil 0 in se med optimizacijo ni spreminjal. Za 
izračun notranje energije smo uporabili polje sil BUDE128. 
Zn(II) ion smo dodali v modele ovitih vijačnic s programskim paketom Chimera129, pri čemer smo 
ion postavili točno v središče koordinirajočih atomov. 
Za simulacije molekulske dinamike smo uporabili programski paket GROMACS130. Peptid smo 
postavili v simulacijsko škatlo v obliki kocke in velikosti 3272 nm3. Škatlo smo napolnili z 
molekulami vode in dodali Na(I) ione dokler nismo dosegli elektronevtralnosti. Molekulske 
interakcije smo opisali s poljem sil CHARMM27131 in modelom vode SPC/E132. Da bi se izognili 
efektom končne simulacijske škatle, smo uporabili periodične mejne pogoje. Po uspešni energijski 
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minimizaciji smo protein uravnotežili pri 300 K in 1 baru (časovni korak 2 fs) najprej v sistemu 
NVT (uravnoteženje temperature), nato pa v sistemu NPT (uravnoteženje tlaka). Vsaka faza 
uravnoteženja je trajala 2 ns. Za sklopitev temperature in tlaka smo uporabili spremenjen 
Berendsenov termostat133 oziroma barostat, ki sta ga razvila Parrinello in Rahman134. Newtonove 
enačbe gibanja smo integrirali s hitrostnim Verletovim algoritmom (angl. leap-frog algorithm). 
Vibracije kemijskih vezi smo omejili z LINCS algoritmom. Doseg kratko-sežnih elektrostatskih 
in van der Waalsovih interakcijah smo omejili na 1 nm. Dolgosežne elektrostatske interakcije smo 
izračunali z uporabo Ewaldove metode delec-mreža. Med fazo uravnoteženja smo Zn(II) in 
koordinirajoče atome povezali s harmonično vezjo (k = 100,8 kcal mol-1 Å-2, l = 2 nm)135, da bi 
preprečili disociacijo Zn(II) iona iz vezavnega mesta. Pred začetkom 30 ns dolge produkcijske 
faze smo harmonične vezi odstranili. Produkcijsko fazo smo izvedli v NPT sistemu s časovnim 
korakom velikosti 1 fs. Koren povprečnega kvadrata razlike glede na začetno strukturo 
proteinskega ogrodja se je ustalil po 10 ns produkcijske faze, kar kaže, da je bila simulacija 
molekulske dinamike primerno dolga za uravnoteženje strukture.  
3.8 Molekulsko kloniranje 
Rekombinantne gene za izražanje načrtovanih trikotnih zvitij (Tabela 3) smo pripravili z 
metodami molekulskega kloniranja. Vse korake molekulskega kloniranja smo izvedli v sevu E.coli 
DH5α (NEB, MA USA). DNA oligonukleotide smo kupili pri Twist Bioscience (CA, ZDA) in 
IDT (IA, ZDA).  
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Tabela 3: Aminokislinska zaporedja načrtovanih trikotnih zvitij.  
Polipeptid Aminokislinsko zaporedje 
TRI6-123 MHHHHHHHHENLYFQGHMSPEDEIRELEEKNEEHHREIRELEEKNEYLKRGSGPGSPED
ENRELEEKIREHHEKNEELKREIKYLEEGSGPGSPEDEIKELEEEIRELEEKNEEHHRK
NEWLKRGSGPGSPEDKIEELKRENREHERKIRELKRENEYLERGSGPGSPEDKNEELKR
EIERHEEENRELERKIEYLKRGSGPGSPEDKIEELKRKIEKLKRENREHERENEWLERL
ESAWSHPQFEK 
TRI6-143 MSPEDEIRELEEKNEEHHREIRELEEKNEYLKRGSGPGSPEDENRELEEKIRELKEKNE
EHHREIKYLEEGSGPGSPEDEIKELEEEIRELEEKNEEHHRKNEWLKRGSGPGSPEDKI
EELKRENREHERKIRELKRENEYLERGSGPGSPEDKNEELKREIERLEEENREHERKIE
YLKRGSGPGSPEDKIEELKRKIEKLKRENREHERENEWLERLESAWSHPQFEK 
TRI6-
12SwitCCh 
MSPEDEIRELEEKNEEHHREIRELEEKNEYLKRGSGPGSPEDENRELEEKIREHHEKNE
ELKREIKYLEEGSGPGSPEDENQSLEQENSQLKQEISQLEQEIQQLHYGSGPGSPEDKI
EELKRENREHERKIRELKRENEYLERGSGPGSPEDKNEELKREIERHEEENRELERKIE
YLKRGSGPGSPEDENQSLEQENSQLKQEISQLEQEIQQLHYLESAWSHPQFEK 
TRI6-
14SwitCCh 
MSPEDEIRELEEKNEEHHREIRELEEKNEYLKRGSGPGSPEDENRELEEKIRELKEKNE
EHHREIKYLEEGSGPGSPEDENQSLEQENSQLKQEISQLEQEIQQLHYGSGPGSPEDKI
EELKRENREHERKIRELKRENEYLERGSGPGSPEDKNEELKREIERLEEENREHERKIE
YLKRGSGPGSPEDENQSLEQENSQLKQEISQLEQEIQQLHYLESAWSHPQFEK 
TRI6-
15SwitCCh 
MHHHHHHHHENLYFQGHMSPEDEIRELEEKNEEHHREIRELEEKNEYLKRGSGPGSPED
KNEELKREIERHEEENREHERKIEYLKRGSGPGSPEDENQSLEQENSQLKQEISQLEQE
IQQLHYGSGPGSPEDKIEELKRENREHERKIRELKRENEYLERGSGPGSPEDKNEELKR
EIERHEEENREHERKIEYLKRGSGPGSPEDENQSLEQDNSQLKQEISQLEQEIQQLHYL
ESAWSHPQFEK 
TRI6-
16SwitCCh 
MHHHHHHHHENLYFQGHMSPEDEIRELEEKNEEHHREIRELEEKNEYLKRGSGPGSPED
ENRELEEKIREHHEKNEEHHREIKYLEEGSGPGSPEDENQSLEQENSQLKQEISQLEQE
IQQLHYGSGPGSPEDKIEELKRENREHERKIRELKRENEYLERGSGPGSPEDKNEELKR
EIERHEEENREHERKIEYLKRGSGPGSPEDENQSLEQENSQLKQEISQLEQEIQQLHYL
ESAWSHPQFEK 
TRI6-
kontrola 
MHHHHHHHHENLYFQGHMSPEDEIRELEEKNEELKREIRELEEKNEYLKRGSGPGSPED
ENRELEEKIRELKEKNEELKREIKYLEEGSGPGSPEDEIKELEEEIRELEEKNEELKRK
NEWLKRGSGPGSPEDKIEELKRENRELERKIRELKRENEYLERGSGPGSPEDKNEELKR
EIERLEEENRELERKIEYLKRGSGPGSPEDKIEELKRKIEKLKRENRELERENEWLERL
ESAWSHPQFEK 
 
Genske konstrukte smo pripravili z metodo lepljenja Golden gate136. Genske fragmente smo 
zmešali z ligazo T4 (Thermo Fisher Scientific, MA, ZDA), endonukleazo BsaI-HF (NEB, MA, 
USA) in modificiranim vektorjem pET41a+ (Genscript, NJ, ZDA) v T4 ligaznem pufru (Thermo 
Fisher Scientific, MA, ZDA). Reakcijsko mešanico smo inkubirali po programu v Tabeli 4 in 
produkt transformirali v kompetentne celice. 
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Tabela 4: Temperaturni program za metodo lepljenja Golden gate.  
Temperatura (oC) Čas (min) Število ciklov 
37 5 
25 
16 10 
16 20 
1 37 30 
75 6 
 
Za delecijo ali uvedbo DNA segmentov v pripravljene genske konstrukte smo uporabili izotermno 
ligacijo po Gibsonu137. DNA fragmente smo najprej pomnožili z metodo verižne reakcije s 
polimerazo (angl. polymer chain reaction, PCR). Reakcije PCR smo izvedli s polimerazo Kapa 
Taq (Roche, Švica) ali polimerazo Phusion Hotstart (NEB, MA, USA). Načrtovani začetni 
oligonukleotidi so imeli temperaturo konformacijskega prehoda med 60 in 70 oC in 25–35 
nukleotidov dolg komplementarni del na 5'-koncu. Reakcijo po Gibsonu smo izvedli z mešanico 
encimov ligaza Taq, polimeraza Phusion in eksonukleaza T5 v reakcijskem pufru (NEB, MA, 
USA). Reakcijsko mešanico smo inkubirali 1 h na 50 oC ter nato z mešanico transformirali 
kompetentne celice. DNA smo nato ekstrahirali s kompletom Spin Miniprep (QIAGEN, Nemčija). 
Heksahistidinski rep smo vnesli s postopki klasičnega kloniranja. Za izvedbo restrikcijskih reakcij 
smo uporabili encime NdeI, XhoI, AvrII in Xbal proizvajalca NEB (MA, ZDA). Za ligacije smo 
uporabili reagent Ligase T4. Pripravljene genske konstrukte smo vnesli v ekspresijski vektor 
pET41a+ med cepitvenima mestoma Ndel in Xhol.  
3.9 Fermentacija 
Genske konstrukte smo vnesli v celice NiCo21(DE3) z metodo toplotnega šoka. Celice smo 
razmazali na trdnem gojišču Luria-Bertani (LB) in pustili rasti čez noč. Celice smo nato prenesli 
v 100 mL medija LB z dodanim kanamicinom (50 μg/mL) in jih pustili rasti čez noč v stresalniku 
pri 37 oC in 160 obratih na minuto. Del bakterijske kulture smo nato prenesli v 1,5 L medija LB, 
in sicer toliko da je bila absorbanca pri 600 nm (OD600nm) enaka 0,1. Celice smo nato pustili rasti 
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dokler OD600nm ni zrasla do 0,5-0,6. Izražanje proteina smo nato sprožili z dodatkom IPTG do 
končne koncentracije 0,5 mM. Celice smo nato pustili rasti 4 h pri 30 oC. Po končani fermentaciji 
smo celice ločili od gojišča s centrifugacijo (5 min, 5500 obr./min, 4 oC) in jih shranili na -80 oC. 
3.10 Liza 
Bakterijske celice smo resuspendirali v 30 mL liznega pufra (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, pH = 8, 0,5 mg/mL lizocim, 2 μL/mL inhibitor celičnih proteaz, 0,06 μL/mL benzoaza). 
Celice smo nato homogenizirali s pomočjo ročnega homogenizatorja, čemur je sledilo več ciklov 
sonikacije (4 min, 55 % amplituda, vsaki sekundi pulza so sledile tri sekunde premora). 
Homogenizacijo in sonikacijo smo izvajali na ledu, da bi preprečili razpadanje proteinskega 
vzorca. Po sonikaciji smo vzorce centrifugirali 15 minut s hitrostjo 12000 obr./min pri 4 oC. Po 
centrifugaciji smo supernatant filtrirali skozi 0,22 μm filter. Usedlino z ostanki celične membrane 
in organelov smo zavrgli. 
3.11 Afinitetna kromatografija s STREP-tag 
Vsi proteini so vsebovali oznako STREP, kar je omogočilo čiščenje proteinov z afinitetno 
kromatografijo s STREP-tag. Kromatografske korake smo izvedli na aparaturi za hitro tekočinsko 
kromatografijo. Filtriran vzorec smo nanesli na štiri zaporedno povezane kolone StrepTrap HP, 1 
x 1 ml (GE Healthcare, ZDA), uravnotežene z vezavnim pufrom (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 
mM EDTA, pH = 8). Po nanosu vzorca smo kolono spirali z vezavnim pufrom dokler se UV signal 
ni znižal na zadovoljivo nizko vrednost. Vezano frakcijo smo nato sprali s kolone z elucijskim 
pufrom (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2,5 mM destiobiotin, pH = 8). Med elucijo je 
pretok mobilne faze skozi kolono znašal 1,5 mL/min.  
3.12 Velikostno izključitvena kromatografija 
Po afinitetni kromatografiji smo izvedli še velikostno izključitveno kromatografijo in tako povečali 
čistost vzorcev. Velikostno izključitveno kromatografijo smo izvedli na koloni HiLoad16/600 
Superdex 200 pg (GE Healthcare, ZDA). Pretok mobilne faze (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 % 
v/v glicerol) skozi kolono je znašal 1 mL/min. Vrh, ki je ustrezal vzorcu v monomernem stanju se 
je v elucijskem profilu nahajal med 210 in 250 ml. 
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Da bi odstranili vezane kovinske ione smo protein nato dializirali proti pufru z dodanim kelatorjem 
EDTA (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH = 7,5) preko noči. EDTA smo nato odstranili 
iz vzorca z dializo proti pufru brez dodanega EDTA (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH = 7,5). Pri 
pripravi vzorcev za analizo z metodo SAXS smo v dializnem pufru Tris nadomestili s HEPES. 
Poleg tega smo dodali 10 % v/v glicerola. 
3.13 Nikelj-afinitetna kromatografija 
Proteinom, ki smo jih želeli analizirati z metodo SAXS, smo za dosego vzorca z visoko stopnjo 
monodisperznosti dodali še heksahistidinsko oznako. Za te proteine smo pred afinitetno 
kromatografijo s STREP-tag izvedli še nikelj-afinitetno kromatografijo na koloni HisTrap HP, 100 
x 5 ml (GE Healthcare, ZDA). Pred nanosom vzorca smo kolono uravnotežili v pufru A (50 mM 
Tris, 150 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH = 8). Po nanosu vzorca smo nevezane komponente 
spirali s pufrom A, dokler se UV signal ni ustalil na nizki vrednosti. Vzorec smo s kolone sprali z 
gradientno elucijo, pri čemer smo delež pufra B (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 500 mM imidazol, 
pH = 8) linearno povečali z 0 % na 40 % v 30 minutah. Pretok mobilne faze smo nastavili na 1,5 
mL/min. Heksahistidinsko oznako smo pred velikostno izključitveno kromatografiji odrezali s 
proteazo TEV (0,6-0,9 mg). Protein smo inkubirali s proteazo preko noči. 
Z velikostno izključitveno kromatografijo nismo uspeli ločiti proteinov, ki so se razlikovali le v 
prisotnosti heksahistidinskega repa. Ločbo smo izvedli z metodo reverzne nikelj-afinitetne 
kromatografije. Kolono za gravitacijsko kromatografijo smo napolnili z 2 mL polnila High Density 
Nickel (GE Healthcare, ZDA) in sprali s 6 mL pufra A. Vzorec smo nato nanesli na kolono in jo 
sprali z 2 mL pufra A. Protein z odrezanim heksahistidinskim repom smo sprali s kolone v 5 mL 
pufra C (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 50 mM imidazol, pH = 8). Protein, ki ni reagiral s proteazo 
TEV in je zato še vedno vseboval heksahistidinski rep, smo sprali v 5 mL pufra B. 
3.14 Ozkokotno sipanje rentgenskih žarkov 
Meritve ozkokotnega sipanja rentgenskih žarkov smo izvedli na žarkovni liniji P12, ki je del 
sinhrotrona PETRA III (DESY, Hamburg, Nemčija)138. Valovna dolžina vpadnih rentgenskih 
žarkov je bila 1,38 Å. Detektor Pilatus 6M je bil od kapilare z vzorcem oddaljen 3 metre. Sipanje 
rentgenskih žarkov smo izmerili v območju 0,028-7,3 nm-1. Meritve smo izvedli s pomočjo 
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avtomatskega vzorčevalnika v pretočnem načinu139. Posamezno meritev smo izvedli s 30-40 μL 
vzorca. Za vsak vzorec smo sipalni profil pomerili 20-krat, pri čemer je en zajem trajal 0,05 s. 
Sipalne profile, ki niso kazali radiacijskih poškodb smo povprečili. Pred in po vsakem vzorcu smo 
izmerili tudi sipanje pripadajočega pufra in prispevek slednjega odšteli od sipanja opaženega za 
vzorec. Da bi preverili vpliv koncentracije na rezultat, smo za vsak vzorec meritve sipanja izvedli 
pri več koncentracijah. Razredčilno serijo smo pripravili iz založne raztopine z visoko 
koncentracijo (4-13 mg/mL). Za analizo sipalnih krivulj smo uporabili program PRIMUS. 
Modelno strukturo načrtovanih trikotnih zvitij v različnih stopnjah zvitja smo pripravili s 
programskim paketom CoCoPOD, ki omogoča modeliranje proteinskih kletk na osnovi ovitih 
vijačnic75. Na osnovi pripravljenih modelov smo izračunali teoretične sipalne krivulje in jih 
primerjali z eksperimentalnimi SAXS profili s programom PepsiSAXS140. Matriko podobnosti 
SAXS profilov smo izračunali z aplikacijo dostopno na sibyls.als.lbl.gov/saxs:similarity141. 
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4 REZULTATI 
4.1 Načrtovanje stikala na osnovi homodimera ovite vijačnice 
Ker smo želeli, da je načrtovano konformacijsko stikalo ortogonalno na set ovitih vijačnic, iz 
katerih so sestavljene kletke proteinskega origamija (set CCPO), smo naš dizajn zasnovali na 
peptidu P9SN, ki je del seta (Slika 6a). Izbrani peptid P9SN zavzame strukturo ovite vijačnice le 
v prisotnosti peptidnega partnerja P10SN, v njegovi odsotnosti pa se pod fiziološkimi pogoji v 
raztopini nahaja v razvitem stanju (Slika 6b). Homodimerizacijo preprečuje elektrostatski odboj 
med aminokislinami na heptadnih mestih e:g. Pri nizkih vrednostih pH aminokislinski ostanki 
glutaminske kisline, ki zasedajo večino mest e:g, izgubijo svoj negativni naboj, kar vodi do tvorbe 
ovite vijačnice (Slika 6b). Peptid P9SN ima tako že v osnovi lastnosti pH stikala, medtem ko se 
na kovinske ione ne odziva (Slika 6b). Prehod med zvito in razvito obliko se zgodi v ozkem pH 
območju s prevojno točko pri pH = 5 (Slika 6c). 
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Slika 6: Racionalno načrtovanje ortogonalne ovite vijačnica z nadzorovanim konformacijskim preklapljanjem. (a) 
Aminokislinsko zaporedje peptida P9SN, ki je služil kot osnova za dizajn, predstavljeno v obliki vijačnega kolesa. 
(b) CD spekter za peptid P9SN pod različnimi pogoji v raztopini. (c) Vpliv pH na CD spekter. Vstavljen graf 
prikazuje MRE pri 222 nm v odvisnosti od pH. (d) Cα-Cα razdalje med aminokislinskimi ostanki ki koordinirajo 
Zn(II) v kristalnih strukturah proteinov, ki vsebujejo ZnHis2 vezavno mesto. (e) Cα-Cα razdalje med heptadnimi 
mesti v modelu homodimera P9SN. (f) Aminokislinsko zaporedje in vijačno kolo načrtovanega peptida SwitCCh. 
Aminokisline, ki so različne kot v zaporedju peptida P9SN, so označene z zvezdico (povzeto po 142). 
Za ohranitev ortogonalnosti glede na set ovitih vijačnic CCPO smo število spremenjenih 
aminokislin čim bolj omejili. Mesto vezave kovinskega iona smo načrtovali po vzoru vezavnih 
mest za Zn(II) ione, ki so prisotni v kristalnih strukturah proteinov v podatkovni bazi PDB143. 
Najmanjše vezavno mesto za Zn(II) ione, ki je bilo opaženo v kristalnih strukturah proteinov, je 
sestavljeno iz dveh koordinirajočih aminokislin, pri čemer so histidinski ostanki najpogostejši 
ligand144. Kot tarčno kovinsko vezavno mesto smo zato izbrali ZnHis2. Da bi načrtovano vezavno 
mesto bilo čim bolj podobno tistim, prisotnim v naravnih proteinih, smo analizirali geometrijo 
ZnHis2 vezavnih mest v kristalnih strukturah metaloproteinov, navedenih v podatkovni zbirki 
MetalPDB144. Izračunana povprečna razdalja med Cα atomi koordinirajočih histidinskih 
aminokislinskih ostankov je znašala 7,4 ± 1,6 Å (Slika 6d). To smo primerjali z razdaljami med 
ekvivalentnimi položaji v modelu homodimera P9SN in ugotovili, da so heptadna mesta e in g 
najprimernejša za vstavitev histidinskih aminokislinskih ostankov (Slika 6e). Mutacijo smo vnesli 
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na heptadno mesto e v C-terminalni heptadi. Sklepali smo, da bo to omogočilo histidinskim 
aminokislinskim ostankom zavzeti ugodnejšo koordinacijsko geometrijo, saj je za konce ovitih 
vijačnic značilna večja fleksibilnost proteinskega ogrodja145. Dodatno smo sklepali, da bo ugodna 
interakcija med pozitivnim nabojem Zn(II) ionov in dipolom vijačnice prispevala k jakosti vezave 
kovinskih ionov. Poleg tega smo zamenjali še lizin na položaju osem z ostankom glutaminske 
kisline, da bi zmanjšali elektrostatski odboj med položaji e:g pri fiziološkem pH in tako zagotovili 
tvorbo ovite vijačnice ob dodatku Zn(II) ionov. Ker smo vnesli le dve spremembi v zaporedje 
peptida P9SN, smo pričakovali, da bo načrtovani peptid, poimenovan SwitCCh (Slika 6f), prav 
tako odziven na spremembo pH (Slika 7). 
  
Slika 7: Shema načrtovanega konformacijskega preklapljanja (povzeto po 142). 
4.2 Molekulsko modeliranje načrtovane ovite vijačnice 
Strukturo načrtovanega homodimera smo modelirali s programskih paketom ISAMBARD, ki je 
namenjen modeliranju ovitih vijačnic. Homodimer smo modelirali s peptidnima verigama v 
paralelni in antiparalelni orientaciji. Optimizacija parametrov, ki določajo strukturo ovite 
vijačnice, je pokazala, da je paralelna orientacija vodila do energijsko ugodnejše strukture (Slika 
8).  
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Slika 8: Modelna struktura peptida SwitCCh in vrednosti optimiziranih parametrov v paralelni in antiparalelni 
orientaciji. Strukturi sta bili zgrajeni s pomočjo python paketa ISAMBARD za modeliranje ovitih vijačnic. 
Rezultatska funkcija BUDE kaže, da je paralelna orientacija energijsko ugodnejša (povzeto po 142). 
Dizajn smo ovrednotili s simulacijo molekulske dinamike homodimernega modela peptida 
SwitCCh s Zn(II) ionom vezanim v vezavno mesto (Slika 9). Homodimer je tekom 30 ns 
simulacije ohranil strukturo ovite vijačnice. Največje fluktuacije v položaju aminokislin smo 
opazili za C-terminalni konec (Slika 9a). Koren povprečnega kvadrata razlike (RMSD) med 
strukturo proteinskega ogrodja po koncu simulacije in začetno strukturo je znašal 0,2 nm (Slika 
9b, c). Zn(II) ion je ostal koordiniran v vezavnem mestu (Slika 9d). Povprečna razdalja med 
koordinirajočim dušikovim atomom in Zn(II) med simulacijo je bila 2,2 ± 0,1 Å (Slika 9e), blizu 
povprečni dolžini Zn(II)-N koordinacijske vezi opaženi v strukturah metaloproteinov v podatkovni 
zbirki PDB, ki znaša 2,04 Å146. Med simulacijo se je strukturno ujemanje načrtovanega vezavnega 
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mesta glede na ZnHis2 vezavna mesta v kristalnih strukturah izboljšalo. Povprečni RMSD 
vezavnega mesta glede na enaka koordinacijska mesta v kristalnih strukturah se je zmanjšal z 2,8 
± 0,2 Å na 1,9 ± 0,3 Å (Slika 9f).  
 
Slika 9: Simulacija MD vezavnega mesta ZnHis2 v homodimeru SwitCCh. (a) Koren povprečnega kvadrata 
fluktuacije (RMSF) aminokislinskih ostankov med simulacijo za obe peptidni verigi. (b) RMSD med strukturo 
proteinskega ogrodja tekom simulacije in začetno strukturo. (c) Struktura proteinskega ogrodja po koncu 30 ns 
simulacije MD (zelena) v primerjavi z začetno strukturo (rumena). (d) Struktura ZnHis2 vezavnega mesta po 30 ns 
simulacije MD (zelena) v primerjavi z začetno strukturo (rumena). (e) Razdalja med Zn(II) ionom in 
koordinirajočima dušikovima atomoma med simulacijo. (f) Porazdelitev RMSD histidinskih aminokislinskih 
ostankov v vezavnem mestu pred (rumeni stolpci) in po simulaciji MD (zeleni stolpci) glede na ZnHis2 vezavna 
mesta prisotna v znanih proteinskih kristalnih strukturah (povzeto po 142). 
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4.3 Karakterizacija sekundarne strukture in oligomerizacijskega stanja 
stikala na osnovi homodimera ovite vijačnice v različnih pogojih v 
raztopini 
Sekundarno strukturo peptida SwitCCh pod različnimi pogoji v raztopini smo proučili s pomočjo 
spektroskopije cirkularnega dikroizma (Slika 10). CD spekter peptida SwitCCh pri pH 7,5 v 
odsotnosti Zn(II) je pokazal, da se je peptid pod navedenimi pogoji nahajal v konformaciji 
naključnega klobčiča (Slika 10a). Ko smo v raztopino uvedli Zn(II) ione, smo v CD spektru opazili 
dva minimuma pri 208 in 222 nm, ki sta značilna za tvorbo ovite vijačnice (Slika 10a). Jakost 
vezave Zn(II) v homodimer peptida SwitCCh smo določili s titracijo peptida z raztopino Zn(II) 
ionov, pri čemer smo strukturiranje peptida spremljali s pomočjo CD spektroskopije (Slika 10b). 
Iz odvisnosti signala pri 222 nm od koncentracije Zn(II) smo določili konstanto disociacije, ki je 
znašala 400 ± 10 µM (Slika 10b, vstavljen graf). Ocenili smo, da je delež α-vijačne strukture ob 
dodatku maksimalne koncentracije Zn(II) ionov znašal 64 %. CD spekter smo pomerili tudi za 
peptid v acetatnem pufru (pH = 4). Merjeni spekter je pokazal, da je peptid zavzel strukturo ovite 
vijačnice pri nizkih vrednostih pH tudi v odsotnosti Zn(II), enako kot peptid P9SN ki je služil kot 
osnova za načrtovanje. Delež α-vijačne strukture peptida SwitCCh v acetatnem pufru je znašal 
približno 84 %, kar je manj kot smo izmerili za P9SN v istih pogojih (99 %). Sklepamo, da je 
opažanje posledica manjšega števila interakcij med ostanki glutaminske kisline v peptidu SwitCCh 
v primerjavi s P9SN. Da bi natančneje proučili vpliv pH na tvorbo ovite vijačnice, smo CD spekter 
peptida SwitCCh pomerili pri različnih vrednostih pH. pH titracija je pokazala, da se je prehod 
med konformacijo naključnega klobčiča in ovite vijačnice zgodil v zelo ozkem območju pH s 
prevojno točko pri pH = 5 (Slika 10c), podobno kot smo opazili za P9SN. S pomočjo CD 
spektroskopije smo določili temperaturno stabilnost peptida SwitCCh pri pH = 7,5 v odsotnosti in 
prisotnosti Zn(II) ionov ter v acetatnem pufru pri pH = 4. Meritve so pokazale, da je bila 
temperatura konformacijskega prehoda za peptid SwitCCh pri fizioloških pogojih nižja od sobne 
temperature. Dodatek Zn(II) ionov ali znižanje pH je vodilo do povišanja temperature 
konformacijskega prehoda za 30 oC (Slika 10d). 
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Slika 10: Sekundarna struktura, stabilnost in oligomerno stanje peptida SwitCCh pod različnimi pogoji v raztopini. 
(a) CD spekter peptida SwitCCh (60 μM) pod različnimi pogoji v raztopini. Spekter CD v prisotnosti Zn(II) je bil 
pomerjen pri koncentraciji Zn(II) ionov 2 mM. (b) Učinek koncentracije Zn(II) na CD spekter peptida SwitCCh. 
Vstavljen graf prikazuje delež peptida v zvitem stanju v odvisnosti od koncentracije Zn(II). (c) Vpliv pH na CD 
spekter. Vstavljen graf prikazuje MRE pri 222 nm v odvisnosti od pH. (d) Profili toplotne denaturacije za peptid 
SwitCCh pod različnimi pogoji v raztopini. Točke prikazujejo eksperimentalno določene vrednosti, krivulje pa 
prileganje ustreznega termodinamičnega modela. Koncentracija Zn(II) ionov je bila 2 mM. (e, f, g) Kromatogrami 
SEC-MALS za peptid SwitCCh pod različnimi pogoji v raztopini. Točke prikazujejo molekulsko maso, krivulje pa 
absorpcijo svetlobe pri 280 nm. Črtkane vodoravne črte označujejo pričakovano maso za monomerno in dimerno 
stanje (povzeto po 142). 
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Vpliv Zn(II) ionov in spremembe pH na oligomerizacijsko stanje načrtovanega peptida smo 
proučili z velikostno izključitveno kromatografijo sklopljeno z meritvami statičnega sipanja 
svetlobe pri različnih kotih (Slika 10e, f, g). V izmerjenih kromatogramih smo zabeležili le en vrh, 
kar kaže, da se je v proučevanih pogojih peptid nahajal v raztopini večinoma v enem 
oligomerizacijskem stanju. Meritve sipanja so pokazale, da se je pri pH = 7,5 in v odsotnosti Zn(II) 
ionov peptid nahajal v monomernem stanju (Slika 10e), medtem ko je izmerjena masa v prisotnosti 
Zn(II) ionov ali v acetatnem pufru s pH = 4 ustrezala dimernemu stanju (Slika 10f, g).  
Konstanto disociacije homodimera ovite vijačnice v različnih pogojih v raztopini smo 
kvantitativno ocenili s pomočjo izotermne titracijske kalorimetrije. V pufru Tris s pH = 7,5 smo 
opazili le toplotne efekte, ki gredo na račun redčenja (Slika 11a), kar je v skladu z rezultati CD 
spektroskopije in analize SEC-MALS, ki sta pokazali, da v teh pogojih peptid SwitCCh ni tvoril 
ovite vijačnice. V prisotnosti Zn(II) ionov je KD za disociacijo ovite vijačnice znašala 28 ± 5 µM 
(Slika 11b). V acetatnem pufru s pH = 4 smo določili nekoliko nižjo KD (6,4 ± 0,2 µM), kar kaže, 
da je v primerjavi z dodatkom Zn(II) ionov znižanje pH potisnilo ravnotežje med monomerno in 
dimerno obliko močneje v smer tvorbe ovite vijačnice (Slika 11c).  
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Slika 11: Karakterizacija ravnotežja monomer-dimer za peptid SwitCCh z ITC v različnih pufrih: (a) pufer Tris, (b) 
pufer Tris z dodanimi Zn(II) ioni, (c) acetatni pufer. Začetna koncentracija peptida je bila v vseh primerih 150 µM. 
V zgornji vrstici so prikazani termogrami za vsako titracijo, v spodnji vrstici pa entalpogrami z odštetim prispevkom 
redčenja. Eksperimentalni podatki so podani s točkami, medtem ko krivulje prikazujejo termodinamični model z 
najboljšim prileganjem (povzeto po 142). 
4.4 Selektivnost odziva načrtovanega stikala na dvovalentne kovinske ione 
Idealno konformacijsko stikalo mora izkazovati visoko specifičnost odziva na vhodni signal. S 
pomočjo CD spektroskopije smo preverili, kako selektivno načrtovani peptid SwitCCh veže 
kovinske ione.  
CD spekter stikala smo pomerili v prisotnosti izbranih dvovalentnih kovinskih ionov: Ni(II), 
Co(II), Cu(II) in Mg(II) (Slika 12a). Izmed izbranih kovinskih ionov, so le Cu(II) ioni povzročili 
tvorbo ovite vijačnice, pri čemer je pri najvišji koncentraciji Cu(II) ionov delež α-vijačnice znašal 
86 %. Temperatura konformacijskega prehoda je v prisotnosti 100-kratnega molarnega presežka 
Cu(II) ionov znašala 44 ± 4 oC (Slika 12b). Da bi določili jakost vezave Cu(II) v ovito vijačnico, 
smo raztopino peptida SwitCCh titrirali z raztopino Cu(II) ionov. Spremembe v sekundarni 
strukturi peptida med titracijo smo spremljali preko CD meritev. Eksperimentalne podatke smo 
skušali prilegati z več termodinamičnimi modeli, kjer smo privzeli različne stehiometrije vezave 
Cu(II) ionov v homodimer ovite vijačnice. Najboljše ujemanje smo dobili za model, ki je 
predpostavil vezavo štirih ionov v ovito vijačnico, pri čemer je KD za posamezno vezavno mesto 
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znašala 64 ± 2 µM (Slika 12c). Z ITC smo določili še konstanto disociacije za tvorbo homodimera 
v prisotnosti Cu(II), ki je znašala 6 ± 2 µM (Slika 12d). 
 
Slika 12: Vpliv izbranih divalentnih kovinskih ionov na sekundarno strukturo peptida SwitCCh. (a) CD spektri 
peptida SwitCCh pri nevtralnem pH in v prisotnosti izbranih kovinskih ionov. (b) Profil toplotne denaturacije za 
peptid SwitCCh v prisotnosti Cu(II). (c) Delež peptida v zvitem stanju v odvisnosti od koncentracije Cu(II) ionov. 
(d) Toplotni efekti med kalorimetrično titracijo SwitCCh-Cu(II) kompleksa v ujemajoči pufer (povzeto po 142). 
Kljub temu da so tako Zn(II) kot Cu(II) ioni povzročili zvitje načrtovanega peptida SwitCCh v α-
vijačnico, opažena razlika v stehiometriji vezave kovinskih ionov nakazuje, da se mehanizma s 
katerima Zn(II) in Cu(II) ioni sprožijo strukturiranje peptida razlikujeta. Poleg tega smo opazili, 
da je imel peptid pri višjih temperaturah in višjih koncentracijah Cu(II) ionov težnjo po agregaciji. 
Pojav agregacije smo proučili z metodo dinamičnega sipanja svetlobe (Slika 13). Porazdelitve 
velikosti delcev v pufru Tris, acetatnem pufru, v prisotnosti Zn(II) ionov in pri nizki koncentraciji 
Cu(II) ionov (molarno razmerje SwitCCh:Cu(II) 1:20) so bile primerljive, medtem ko smo pri 
višjih koncentracijah Cu(II) opazili nastanek večjih delcev z velikostjo približno 1 µm. Ker Cu(II) 
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ioni povzročijo agregacijo peptida SwitCCh, niso primerni kot kontrolni signal za nadzorovanje 
oligomernega stanja stikala. 
 
Slika 13: Rezultati DLS meritev za peptid SwitCCh v različnih pufrih. Porazdelitve velikosti delcev pod 
fiziološkimi pogoji (rdeča krivulja), v acetatnem pufru (zelena krivulja), v prisotnosti Zn(II) ionov (modra krivulja, 
molarno razmerje med peptidom in kovinskimi ioni je bilo 1:100), in pri različnih koncentraciji Cu(II) ionov. 
Vijolična črtkana krivulja ustreza 20-kratnemu molarnemu presežku Cu(II) ionov glede na peptid, pikčasta krivulja 
50-kratnemu, neprekinjena krivulja pa 100-kratnemu presežku. (povzeto po 142). 
4.5 Orientacija peptidnih verig v stikalu 
Da bi določili orientacijo peptidnih verig v oviti vijačnici, smo preverili odvisnost temperature 
konformacijskega prehoda od koncentracije peptida v raztopini. Za te poskuse smo uporabili 
varianto peptida SwitCCh-cys, ki je imela dodaten cisteinski aminokislinski ostanek na C-
terminalnem koncu, ki je omogočal kovalentno povezavo dveh peptidnih verig preko disulfidnega 
mostička (Tabela 1). V primeru paralelne orientacije verig v oviti vijačnici smo pričakovali, da bo 
temperatura konformacijskega prehoda za vzorec s peptidnimi verigami povezanimi v pare s 
kovalentno vezjo neodvisna od koncentracije. Po drugi strani smo v primeru antiparalelne 
orientacije pričakovali koncentracijsko odvisnost temperature konformacijskega prehoda147.  
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Slika 14: Profili toplotne denaturacije za homodimer SwitCCh pri različnih koncentracijah peptida. Meritve toplotne 
denaturacije prikazane v zgornji vrstici smo izvedli za homodimer SwitCCh z nepovezanima peptidnima verigama, 
medtem ko profili v spodnji vrstici ustrezajo homodimeru s peptidnima verigama povezanima z disulfidnim 
mostičkom (povzeto po 142). Pri vseh meritvah so bili v peptidno raztopino dodani Zn(II) ioni v 100-kratnem 
molarnem presežku (povzeto po 142). 
 
Slika 15: Profili toplotne denaturacije za homodimer SwitCCh pri različnih koncentracijah peptida v acetatnem 
pufru. Meritve toplotne denaturacije prikazane v zgornji vrstici smo izvedli za homodimer SwitCCh z nepovezanima 
peptidnima verigama, medtem ko profili v spodnji vrstici ustrezajo homodimeru s peptidnima verigama povezanima 
z disulfidnim mostičkom (povzeto po 142).  
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Profil toplotne denaturacije smo posneli za 20, 40 in 60 µM raztopino peptida SwitCCh-cys s 
kovalentno povezanimi pari peptidnih verig v prisotnosti Zn(II) ionov (Slika 14) in v acetatnem 
pufru (Slika 15). V obeh primerih temperatura konformacijskega prehoda ni bila odvisna od 
koncentracije peptida (Slika 16). Slednje kaže, da peptid SwitCCh tvori ovito vijačnico s 
peptidnima verigama v paralelni orientaciji. Za kontrolo smo eksperimente ponovili tudi s 
peptidom SwitCCh, kjer tvorba disulfidne vezi ni mogoča (Slika 14, Slika 15). V odsotnosti 
disulfidne povezave je bila temperatura konformacijskega prehoda močno odvisna od 
koncentracije peptida (Slika 16). 
 
Slika 16: Določitev orientacije peptidnih verig v oviti vijačnici. (a) Vpliv koncentracije peptida na temperaturo 
konformacijskega prehoda ovite vijačnice v prisotnosti Zn(II) ionov v odsotnosti kovalentne povezave med 
peptidnima verigama (prazni kvadratki) in v primeru disulfidnega mostička med verigama (polni kvadratki). (b) 
Vpliv koncentracije peptida na temperaturo konformacijskega prehoda ovite vijačnice v acetatnem pufru v 
odsotnosti kovalentne povezave med peptidnima verigama (prazni kvadratki) in v primeru disulfidnega mostička 
med verigama (polni kvadratki) (povzeto po 142). 
4.6 Reverzibilnost konformacijskega preklapljanja 
Ker je za uporabo konformacijskih stikal v biotehnoloških aplikacijah pomembno, da je prehod 
med možnimi stanji reverzibilen, smo preverili ali po dodatku Zn(II) ionov peptid SwitCCh lahko 
vrnemo v monomerno stanje. Sklepali smo, da bo dodatek močnega kelatorja Zn(II) ionov, kot je 
EDTA (KD=3×10-17 M)148, v raztopino povzročil zmanjšanje koncentracije prostih Zn(II) ionov v 
raztopini in tako potisnil ravnotežje med monomerno in dimerno obliko peptida SwitCCh v smer 
monomera. Konformacijo peptida smo spremljali s pomočjo CD spektroskopije. 
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Potem ko smo v raztopino peptida SwitCCh in Zn(II) ionov dodali EDTA v ekvimolarni 
koncentraciji glede na Zn(II) ione (ti so bili prisotni v raztopini v 100-kratnem molarnem presežku 
glede na SwitCCh), sta minimuma pri 208 in 222 nm, ki sta karakteristična za ovito vijačnico, 
izginila iz CD spektra (Slika 17a, b), kar kaže na povratek peptida v konformacijo naključnega 
klobčiča. Če smo nato v raztopino ponovno dodali ekvimolarno količino Zn(II) ionov, sta se 
minimuma v spektru zopet pojavila, pri čemer je bil delež α-vijačne strukture praktično enak kot 
pred dodatkom EDTA. Preklapljanje med monomerno in dimerno obliko smo lahko ponovili 
trikrat praktično brez zmanjšanja strukturiranosti peptida v zvitem stanju (Slika 17a). Po tretjem 
ciklu je amplituda signala pričela počasi upadati, kar je najverjetneje posledica akumulacije 
kelatorja EDTA v raztopini tekom titracije. 
Slika 17: Reverzibilnost konformacijskega preklapljanja. (a) MRE pri 222 nm po zaporednih dodatkih Zn(II) in 
EDTA v raztopino peptida SwitCCh (60 µM). Stolpci prikazujejo MRE, kvadrati pa normaliziran odziv. (b) 
Ustrezajoči CD spektri (povzeto po 142). 
4.7 Karakterizacija interakcije med peptidom SwitCCh in peptidi, ki 
sestavljajo peptidni set CCPO 
Če želimo načrtovani peptid uporabiti za nadzorovanje zvijanja in razvijanja proteinskih zvitij na 
osnovi ovitih vijačnic, le-ta ne sme interagirati s peptidi v ortogonalnem setu, ki služijo kot 
gradniki pri načrtovanju proteinskih kletk (Slika 18a).  
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Da bi preverili ortogonalnost seta CCPO v različnih pogojih v raztopini in ali načrtovani peptid 
SwitCCh tvori ovito vijačnico s katerim izmed peptidov v setu, smo pripravili mešanice vseh 
možnih peptidnih parov in pomerili njihov CD spekter pri pH = 7,5 pred (Slika 18b) ter po dodatku 
Zn(II) ionov do končne koncentracije 3 mM (Slika 18c).  
 
Slika 18: Ortogonalnost peptida SwitCCh s peptidnim setom CCPO. (a) Aminokislinsko zaporedje peptidov, ki 
sestavljajo ortogonalni set (P3SN-P8SN), ter peptidov P9SN in SwitCCh. (b, c) Interakcijska matrika v fizioloških 
pogojih oziroma v prisotnosti Zn(II) ionov (povzeto po 142). 
V odsotnosti Zn(II) ionov peptid SwitCCh ni tvoril ovite vijačnice z nobenim izmed peptidov, ki 
sestavljajo ortogonalni set. Dodatek Zn(II) ionov ni vplival na ortogonalnost interakcij v 
peptidnem setu. Prav tako je peptid SwitCCh tvoril le homodimer ovite vijačnice in ni interagiral 
z ostalimi peptidi v setu. Pri nizkih vrednostih pH interakcije v peptidnem setu CCPO niso 
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ortogonalne, saj ortogonalnost seta deloma temelji na naboju aminokislin na heptadnih položajih 
e in g, ki je močno podvržen vplivu pH. Ortogonalnosti stikala glede na set peptidov v acetatnem 
pufru zato nismo preverjali. 
4.8 Načrtovanje in modeliranje ortogonalnega seta konformacijskih stikal 
Potem ko smo na primeru peptida SwitCCh uspeli pokazati, da je z vnosom ustreznih 
aminokislinskih ostankov mogoče načrtovati ovite vijačnice, katerih oligomerizacijsko stanje je 
odvisno od prisotnosti kovinskih ionov, smo želeli načrtovati ortogonalen set Zn(II)-odzivnih 
ovitih vijačnic (Slika 19). Takšen set je velikega pomena za razvoj proteinskih kletk na osnovi 
ovitih vijačnic, katerih zvijanje in razvijanje bi bilo mogoče enostavno nadzorovati. 
 
Slika 19: Shema strategije načrtovanja seta Zn(II)-odzivnih ovitih vijačnic in pričakovani rezultat.  
Ortogonalni set Zn(II)-odzivnih ovitih vijačnic smo načrtovali na osnovi predhodno razvitega seta 
paralelnih heterodimernih ovitih vijačnic78. Ker so predhodne raziskave pokazale, da je vezava 
kovinskih ionov močnejša, kadar je vezavno mesto v proteinskem ogrodju preorganizirano za 
vezavo, smo uporabili peptidni set SHb, kjer so aminokisline na mestih b, c, f izbrane tako, da 
imajo peptidi čim višjo nagnjenost k tvorbi α-vijačnice63 (Tabela 5, Slika 20). 
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Tabela 5: Aminokislinska zaporedja peptidov v ortogonalnem setu SHb na osnovi katerega smo načrtovali Zn(II)-
odziven set.  
Ime peptida Aminokislinsko zaporedje 
gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
P3SHb EIKELEE EIRELEE KNEELKR KNEWLKR 
P4SHb KIEELKR KIEKLKR ENRELER ENEWLER 
P5SHb ENRELEE KIRELKE KNEELKR EIKYLEE 
P6SHb KNEELKR EIERLEE ENRELER KIEYLKR 
P7SHb EIRELEE KNEELKR EIRELEE KNEYLKR 
P8SHb KIEELKR ENRELER KIRELKR ENEYLER 
 
Kot tarčno vezavno mesto smo izbrali ZnHis3, ki je pogosto prisotno v strukturah metaloproteinov 
in pogosto predstavlja aktivni center v encimih, ki katalizirajo cepitev peptidne vezi in vzdržujejo 
kislinsko-bazno ravnovesje112. Histidinski ligandi koordinirajo Zn(II) ion v skoraj idealni 
tetraedrični koordinaciji, pri čemer je razdalja med Zn(II) ionom in koordinirajočim atomom 
približno 2 Å112,113. Predhodno načrtovane heterodimerne peptidne pare smo želeli spremeniti tako, 
da bodo tvorili ovito vijačnico le v prisotnosti Zn(II) ionov. Da bi to dosegli, smo v vsak peptidni 
par vnesli motiv za vezavo Zn(II) iona. V prvem peptidu iz para smo v izbrani heptadi v histidin 
spremenili aminokislini na položaju d in e, v drugem peptidu pa smo histidinski ostanek uvedli le 
na ustrezni položaj d. V primeru peptidnega para P3SHb:P4SHb smo vezavni motiv vnesli v tretjo 
ali četrto heptado (peptidna para P3SHb3H3:P4SHb3H3 in P3SHb3H4:P4SHb3H4), v primeru 
P5SHb:P6SHb v drugo ali tretjo heptado (peptidna para P5SHb3H2:P6SHb3H2 in 
P5SHb3H3:P6SHb3H3), v primeru para P7SHb:P8SHb pa v drugo heptado (peptidni par 
P7SHb3H2:P8SHb3H2) (Tabela 1). Ker vnos polarnih aminokislin na položaj d destabilizira 
tvorbo ovite vijačnice, smo sklepali, da bodo načrtovani peptidni pari v odsotnosti Zn(II) ionov v 
raztopini prisotni v razviti obliki. Dalje smo pričakovali, da bodo ob dodatku Zn(II) ionov v 
raztopino histidinski ostanki koordinirali kovinske ione, kar bo povzročilo tvorbo heterodimernih 
ovitih vijačnic.  
Izračuni z algoritmom Agadir149 so pokazali, da je vstavitev histidinskih aminokislinskih ostankov 
zmanjšala nagnjenost vseh peptidov k tvorbi α-vijačne strukture z izjemo peptida P4SHb3H4, kjer 
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smo opazili manjše povečanje napovedanega deleža ostankov v konformaciji α-vijačnice (Slika 
20, Tabela 6). 
 
Slika 20: Verjetnost, da se aminokislinski ostanek nahaja v obliki α-vijačnice, smo napovedali z algoritmom Agadir. 
Rezultati za načrtovane peptide so podani z modro krivuljo, za začetna peptidna ogrodja pa s sivo krivuljo. Mesta, 
kjer smo aminokisline izmenjali za histidinske ostanke, so označena z rožnato. 
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Tabela 6: Napovedan povprečni delež α-vijačnice za načrtovane peptidne pare.  
Peptidni par Povprečni delež α-vijačnice 
(%) 
P3SHb3H3:P4SHb3H3 30 
P3SHb3H4:P4SHb3H4 43 
P5SHb3H2:P6SHb3H2 40 
P5SHb3H3:P6SHb3H3 42 
P7SHb3H2:P8SHb3H2 22 
 
Strukturo načrtovanih ovitih vijačnic smo modelirali s pomočjo programskega paketa 
ISAMBARD. Energijsko optimizacijo smo izvedli za primer paralelne in antiparalelne orientacije 
peptidnih verig (Slika 21). Za vse peptidne pare je model strukture z α-vijačnicama v paralelni 
orientaciji vodil do najnižje notranje energije (Slika 21a-j). Grafi notranje energije vzorčenih 
modelov v odvisnosti od RMSD glede na model z najnižjo energijo so bili lijakaste oblike, kar 
nakazuje da je za vse načrtovane pare značilna le ena energijsko najugodnejša konformacija. 
Energijska minimizacija je vodila do podobnih vrednosti Crickovih parametrov za vse načrtovane 
ovite vijačnice (Slika 21k).  
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Slika 21: Modeliranje strukture načrtovanih Zn(II)-odzivnih heterodimerov ovite vijačnice. (a ,b) Optimizirana 
struktura in notranja energija vzorčenih struktur v odvisnosti od njihove vrednosti RMSD glede na strukturo z 
najnižjo notranjo energijo za heterodimer P3SHb3H3:P4SHb3H3. Notranjo energijo smo izračunali s poljem sil 
BUFF. (c, d) Enako kot (a, b) za P3SHb3H4:P4SHb3H4. (e, f) Enako kot (a, b) za P5SHb3H2:P6SHb3H2. (g, h) 
Enako kot (a, b) za P5SHb3H3:P6SHb3H3. (i, j) Enako kot (a, b) za P7SHb3H2:P8SHb3H2. (k) Vrednosti 
optimiziranih Crickovih parametrov za vsak heterodimerni par. 
4.9 Karakterizacija sekundarne strukture in oligomerizacijskega stanja seta 
stikal v odvisnosti od Zn(II) ionov 
Obnašanje načrtovanih peptidnih parov smo nato eksperimentalno ovrednotili. S pomočjo CD 
spektroskopije smo določili sekundarno strukturo posameznih peptidov in ustreznih peptidnih 
parov pri pH = 7,5 v odsotnosti in prisotnosti Zn(II) ionov (Slika 22). 
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CD spektri mešanic načrtovanih peptidnih parov so pokazali, da so bili peptidi v odsotnosti Zn(II) 
ionov v raztopini prisotni v konformaciji naključnega klobčiča, v prisotnosti Zn(II) ionov pa so se 
povezali v ovito vijačnico (Slika 22a, c-e). Izjema je peptidni par P3SHb3H4:P4SHb3H4, ki je 
tvoril ovito vijačnico tudi v odsotnosti Zn(II) ionov (Slika 22b). 
 
Slika 22: CD spektri za par (a) P3SHb3H3:P4SHb3H3, (b) P3SHb3H4:P4SHb3H4, (c) P5SHb3H2:P6SHb3H2, (d) 
P5SHb3H3:P6SHb3H3 in (e) P7SHb3H2: P8SHb3H2 v prisotnosti in odsotnosti Zn(II) ionov. Na vsaki sliki so 
poleg spektrov za načrtovan heterodimer ovite vijačnice prikazane tudi CD krivulje posameznih peptidov v 
prisotnosti in odsotnosti Zn(II) ionov. 
Da bi potrdili, da so bile opažene ovite vijačnice res posledica povezovanja različnih peptidnih 
verig in ne homodimerizacije, smo preverili odzivnost posameznih peptidov na Zn(II) ione (Slika 
22). Vsi peptidi razen P3SHb3H4 in P4SHb3H4 so bili v razvitem stanju tako v odsotnosti kot v 
prisotnosti Zn(II) ionov. Izjemi P3SHb3H4 in P4SHb3H4 sta bili pred dodatkom Zn(II) ionov v 
razvitem stanju, po dodatku pa smo opazili delno strukturiranje v α-vijačnico.  
Za načrtovane peptidne pare ki so se odzivali na Zn(II) ione, smo določili konstanto disociacije za 
vezavo Zn(II) ionov. Mešanice peptidnih parov smo titrirali s Zn(II) ioni in tvorbo ovite vijačnice 
tekom titracije spremljali s CD spektroskopijo (Slika 23). Ob dodatku ekvimolarne količine Zn(II) 
ionov v peptidne mešanice je bil prehod iz razvite v zvito obliko že skoraj popoln. Po koncu 
titracije smo iz eliptičnosti pri 222 nm določili delež α-vijačnice. Za peptidni par 
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P3SHb3H3:P4SHb3H3 je znašal 55 % (Slika 23a), za par P5SHb3H2:P6SHb3H2 62 % (Slika 
23b), za P5SH3H3:P6SHb3H3 50 % (Slika 23c), za par P7SHb3H2:P8SHb3H2 pa 66 % (Slika 
23d). 
 
Slika 23: Vpliv koncentracije Zn(II) ionov na CD spekter heterodimerov (a) P3SHb3H3:P4SHb3H3, (b) 
P5SHb3H2:P6SHb3H2, (c) P5SHb3H3:P6SHb3H3 in (d) P7SHb3H2:P8SHb3H2. Raztopine heterodimerov so bile 
pripravljene pri 20 µM koncentraciji.  
Iz eliptičnosti pri 222 nm smo določili tudi delež proteina v zvitem stanju v odvisnosti od 
koncentracije Zn(II) ionov (Slika 24). Eksperimentalne podatke smo prilegali modelu, kjer smo 
privzeli vezavo enega Zn(II) iona v heterodimer ovite vijačnice: 
𝑃𝐴 + 𝑃𝐵 + 𝑍𝑛(𝐼𝐼)  
𝐾𝑑
→ 𝑃𝐴𝑃𝐵𝑍𝑛(𝐼𝐼). 
(Enačba 10) 
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Slika 24: Delež proteina v zvitem stanju v odvisnosti od koncentracije Zn(II) ionov za heterodimer (a) 
P3SHb3H3:P4SHb3H3, (b) P5SHb3H2:P6SHb3H2, (c) P5SHb3H3:P6SHb3H3 in (d) P7SHb3H2:P8SHb3H2. 
Točke prikazujejo eksperimentalne podatke, krivulje pa termodinamični model z najboljšim ujemanjem. Napake so 
izračunane iz treh tehničnih ponovitev. 
Določene konstante disociacije so bile v nizkem mikromolarnem območju, kar kaže na močno 
vezavo Zn(II) ionov. KD za vezavo Zn(II) ionov v peptidni par P3SHb3H3:P4SHb3H3 je znašala 
1,7 ± 0,3 µM (Slika 24a), za P5SHb3H2:P6SHb3H2 15 ± 0,5 µM (Slika 24b), za 
P5SHb3H3:P6SHb3H3 7 ± 0,5 µM (Slika 24c), za P7SHb3H2:P8SHb3H2 pa 8 ± 0,5 µM (Slika 
24d). 
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Slika 25: Profil toplotne denaturacije ovite vijačnice v odsotnosti (sive točke) in prisotnosti Zn(II) ionov (črne 
točke) za heterodimer (a) P3SHb3H3:P4SHb3H3, (b) P5SHb3H2:P6SHb3H2, (c) P5SHb3H3:P6SHb3H3 in (d) 
P7SHb3H2:P8SHb3H2. Zn(II) ioni so bili dodani v raztopino v 10-kratnem presežku. Krivulje prikazujejo 
termodinamični model z najboljšim ujemanjem z eksperimentalnimi podatki. 
Da bi preverili, kako močno Zn(II) ioni stabilizirajo konformacijo ovite vijačnice, smo izmerili 
profile toplotne denaturacije za načrtovani set peptidov v odsotnosti in prisotnosti Zn(II) ionov 
(Slika 25). Razvijanje peptidov smo spremljali z merjenjem eliptičnosti pri 222 nm. V odsotnosti 
Zn(II) ionov so bile temperature konformacijskega prehoda peptidnih parov nižje od sobne 
temperature, kar je v skladu z rezultati CD spektroskopije, ki so pokazali, da pri sobni temperaturi 
in v odsotnosti Zn(II) ionov peptidni pari niso tvorili ovite vijačnice in so se v raztopini nahajali v 
razvitem stanju. Dodatek Zn(II) v desetkratnem molarnem presežku je povzročil izrazito 
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spremembo v denaturacijskih profilih z dvigom temperature konformacijskega prehoda za več kot 
20 oC. Temperatura konformacijskega prehoda za peptidni par P3SHb3H3:P4SHb3H3 je znašala 
42 ± 1 oC (Slika 25a), za P5SHb3H2:P6SHb3H2 32 ± 1 oC (Slika 25b), za P5SHb3H3:P6SHb3H3 
43 ± 2 oC (Slika 25c), za P7SHb3H2:P8SHb3H2 pa 33 ± 1 oC (Slika 25d). 
Ali se načrtovani peptidni pari v prisotnosti Zn(II) ionov res sestavijo v heterodimer ovite vijačnice 
in ne tvorijo zvrsti z višjim oligomerizacijskim številom, smo preverili z metodo SEC-MALS. V 
odsotnosti Zn(II) ionov (Slika 26) smo za peptidne pare P3SHb3H3:P4SHb3H3 (Slika 26a), 
P5SHb3H2:P6SHb3H2 (Slika 26c), P5SHb3H3:P6SHb3H3 (Slika 26d) in 
P7SHb3H2:P8SHb3H2 (Slika 26e) v kromatogramu zaznali dva vrhova, ki sta po retencijskem 
času ustrezala posameznima peptidoma, ki sestavljata peptidni par. Molsko maso zvrsti v 
posameznih vrhovih smo določili iz meritev sipanja svetlobe. Dobljene mase so ustrezale 
teoretičnim masam peptidov v monomernem stanju. V kromatogramu mešanice 
P3SHb3H4:P4SHb3H4 (Slika 26b) smo opazili le en vrh z maso, ki je ustrezala dimeru ovite 
vijačnice. Tvorbe dimera nismo opazili v primeru posameznih peptidov, zaradi česar smo sklepali, 
da je opažena zvrst v kromatogramu peptidne mešanice P3SHb3H4:P4SHb3H4 ustrezala 
heterodimeru. 
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Slika 26: Rezultati analize raztopin posameznih peptidov in ustreznih peptidnih parov v odsotnosti Zn(II) ionov z metodo SEC-MALS. Kromatogrami (krivulje) 
in izmerjene mase (točke) ustrezajo (a) P3SHb3H3 (zgoraj), P4SHb3H3 (v sredini) in njuni mešanici (spodaj), (b) P3SHb3H4, P4SHb3H4 in njuni mešanici, (c) 
P5SHb3H2, P6SHb3H2 in njuni mešanici, (d) P5SHb3H3, P6SHb3H3 in njuni mešanici in (e) P7SHb3H2, P8SHb3H2 in njuni mešanici.
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Meritve SEC-MALS smo ponovili za vzorce peptidnih mešanic z dodanimi Zn(II) ioni (Slika 27). 
Za vse načrtovane peptidne pare smo v kromatogramu opazili le en vrh, čigar masa je ustrezala 
dimerni zvrsti. 
 
Slika 27: Rezultati analize raztopin peptidnih parov v prisotnosti Zn(II) ionov z metodo SEC-MALS. Kromatogrami 
(krivulje) in izmerjene mase (točke) ustrezajo peptidnemu paru (a) P3SHb3H3:P4SHb3H3, (b) 
P3SHb3H4:P4SHb3H4, (c) P5SHb3H2:P6SHb3H2, (d) P5SHb3H3:P6SHb3H3 in (e) P7SHb3H2:P8SHb3H2. 
Rezultati CD spektroskopije in SEC-MALS analize so pokazali, da so se načrtovani peptidni pari 
P3SHb3H3:P4SHb3H3, P5SHb3H2:P6SHb3H2, P5SHb3H3:P6SHb3H3 in 
P7SHb3H2:P8SHb3H2 povezali v heterodimer ovite vijačnice le v prisotnosti Zn(II), kot smo 
načrtovali, medtem ko je par P3SHb3H4:P4SHb3H4 tvoril heterodimer ovite vijačnice tudi v 
odsotnosti Zn(II) ionov.  
4.10 Karakterizacija ortogonalnosti načrtovanega seta 
Želeli smo preveriti ali uspešno načrtovane Zn(II)-odzivne ovite vijačnice tvorijo ortogonalen set. 
V ta namen smo pripravili peptidne mešanice vseh možnih kombinacij peptidnih parov in pomerili 
njihov CD spekter pri različnih koncentracijah Zn(II) ionov: Ø, ekvimolarni koncentraciji in pri 
desetkratnem molarnem presežku (Slika 28).  
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Slika 28: Matrika interakcij za načrtovani set peptidov (a) v odsotnosti Zn(II) ionov, (b) pri ekvimolarni 
koncentraciji kovinskih ionov in (c) pri desetkratnem presežku kovinskih ionov glede na koncentracijo 
heterodimera. 
V odsotnosti Zn(II) ionov nismo opazili tvorbe vijačnice za noben peptidni par (Slika 28a). Pri 
ekvimolarni koncentraciji (Slika 28b) in desetkratnem molarnem presežku Zn(II) ionov (Slika 
28c) smo v CD spektrih za mešanice tarčnih peptidnih parov opazili porast deleža α-vijačnice, za 
mešanice ne-tarčnih peptidnih parov pa le manjše povečanje. Rezultati kažejo, da načrtovani 
peptidi preferenčno tvorijo ovito vijačnico s svojim peptidnim partnerjem, z drugimi peptidi pa 
interagirajo bistveno šibkeje. 
4.11 Vpliv pH na sekundarno strukturo seta Zn(II)-odzivnih ovitih vijačnic 
Histidin je bazična aminokislina, katere naboj je odvisen od pH okoliške raztopine. pKa za 
imidazolni obroč v histidinu znaša približno 6, kar pomeni da je pri vrednostih pH pod 6 imidazolni 
obroč večinoma v protonirani obliki in ni na voljo za koordinacijo kovinskih ionov. Vpliv pH na 
tvorbo ovite vijačnice smo proučili s pomočjo CD spektroskopije (Slika 29). 
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Slika 29: Odziv načrtovanih Zn(II)-odzivnih ovitih vijačnic na pH. Vpliv pH na CD spekter peptidnega para (a) 
P3SHb3H3 :P4SHb3H3, (b) P5SHb3H2:P6SHb3H2, (c) P5SHb3H3:P6SHb3H3 in (d) P7SHb3H2:P8SHb3H2 v 
prisotnosti Zn(II) ionov. Slednji so bili v raztopino dodani v 10-kratnem molarnem presežku glede na koncentracijo 
ovite vijačnice. 
Pripravili smo zmesi načrtovanih peptidnih parov, katerim smo dodali Zn(II) ione v desetkratnem 
molarnem presežku, jih titrirali s klorovodikovo kislino in pri različnih vrednostih pH pomerili CD 
spekter. S padanjem pH smo za vse peptidne pare opazili postopno izginevanje minimumov pri 
208 in 222 nm (Slika 29). Pri zelo nizkih vrednostih pH so bili izmerjeni CD spektri podobni 
spektrom dobljenim za peptidne pare v odsotnosti Zn(II) ionov pri pH 7,5. Prevojno točko pH 
titracije smo za P5SHb3H2:P6SHb3H2 in P7SHb3H2:P8SHb3H2 opazili pri pH 6 ± 0,5, kar se 
dobro ujema s pKa histidinske stranske verige. Para P3SHb3H3:P4SHb3H3 in 
P5SHb3H3:P6SHb3H3 sta imela prevojno točko pri nekoliko nižjem pH (5,5 ± 0,5) (Slika 30). To 
potrjuje, da so res histidinski aminokislinski ostanki tisti, ki koordinirajo Zn(II) ione.  
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Slika 30: Normaliziran MRE pri 222 nm za načrtovane peptidne pare v prisotnosti Zn(II) ionov v odvisnosti od pH. 
4.12 Selektivnost seta konformacijskih stikal na dvovalentne kovinske ione 
Želeli smo preveriti, kako selektiven je načrtovani set za vezavo dvovalentnih kovinskih ionov. 
Mešanice načrtovanih peptidnih parov smo titrirali z Ni(II), Co(II), Cu(II) in Mg(II) ioni in 
spremembe v sekundarni strukturi spremljali s pomočjo CD spektroskopije.  
Dodatek Ni(II) (Slika 31a-d) ali Co(II) (Slika 32a-d) ionov v mešanice peptidnih parov je 
povzročil tvorbo ovite vijačnice, medtem ko ni vplival na CD spektre raztopin posameznih 
peptidov. Iz eliptičnosti pri 222 nm smo izračunali delež proteina v zvitem stanju v odvisnosti od 
koncentracije kovinskih ionov. Eksperimentalnim podatkom smo prilegali enak model kot v 
primeru vezave Zn(II) ionov. KD za vezavo Ni(II) ionov v heterodimer P3SHb3H3:P4SHb3H3 je 
znašala 29 ± 2 µM, v P5SHb3H2:P6SHb3H2 108 ± 2 µM, v P5SHb3H3:P6SHb3H3 37 ± 2 µM, 
v P7SHb3H2:P8SHb3H2 pa 40 ± 2 µM (Slika 31e-h). KD za vezavo Co(II) ionov je za par 
P3SHb3H3:P4SHb3H3 znašala 24 ± 3 µM, za P5SHb3H2:P6SHb3H2 51 ± 2 µM, za 
P5SHb3H3:P6SHb3H3 102 ± 2 µM, za P7SHb3H2:P8SHb3H2 pa 65 ± 2 µM (Slika 32e-h).  
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Slika 31: Odziv načrtovanih peptidov na Ni(II) ione. (a-d) CD spektri načrtovanih heterodimerov ovite vijačnice in 
posameznih peptidov v prisotnosti in odsotnosti Ni(II) ionov. (e-h) Delež proteina v zvitem stanju v odvisnosti od 
koncentracije Ni(II) ionov za peptidni par (e) P3SHb3H3:P4SHb3H3, (f) P5SHb3H2:P6SHb3H2, (g) 
P5SHb3H3:P6SHb3H3 in (h) P7SHb3H2:P8SHb3H2. Točke prikazujejo eksperimentalne podatke, krivulje pa 
termodinamični model z najboljšim ujemanjem.  
 
Slika 32: Odziv načrtovanih peptidov na Co(II) ione. (a-d) CD spektri načrtovanih heterodimerov ovite vijačnice in 
posameznih peptidov v prisotnosti in odsotnosti Co(II) ionov. (e-h) Delež proteina v zvitem stanju v odvisnosti od 
koncentracije Co(II) ionov za peptidni par (e) P3SHb3H3:P4SHb3H3, (f) P5SHb3H2:P6SHb3H2, (g) 
P5SHb3H3:P6SHb3H3 in (h) P7SHb3H2:P8SHb3H2. Točke prikazujejo eksperimentalne podatke, krivulje pa 
termodinamični model z najboljšim ujemanjem.  
Dodatek Cu(II) ionov je imel drugačen vpliv (Slika 33). Za peptidni par P3SHb3H3:P4SHb3H3 
smo opazili, da Cu(II) ioni povzročijo nastanek ovite vijačnice, le ko jih dodamo v mešanico obeh 
peptidov, medtem ko se posamezna peptida na Cu(II) ione nista odzivala (Slika 33a). V ostalih 
primerih smo po dodatku Cu(II) ionov spremembo v CD spektru opazili tako za peptidni par kot 
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za raztopini posameznih peptidov (Slika 33b-d). Kljub temu smo sklepali, da se je v mešanicah 
prednostno tvoril heterodimer ovite vijačnice, saj so CD spektri pokazali, da je bil delež α-vijačnice 
večji za mešanice kot za raztopine posameznih peptidov. Iz eliptičnosti pri 222 nm smo izračunali 
delež proteina v zvitem stanju v odvisnosti od koncentracije Cu(II) ionov (Slika 33e-h). Model, ki 
privzame vezavo enega Cu(II) iona v heterodimer, ni vodil do zadovoljivega ujemanja z 
eksperimentalnimi podatki. Preverili smo ali modeli, ki predpostavijo vezavo večjega števila 
Cu(II) ionov, vodijo do boljšega ujemanja. Kljub temu da eksperimentalni rezultati nakazujejo 
določeno stopnjo kooperativnosti pri vezavi Cu(II) ionov, smo z modelom, ki je privzel vezavo 
Cu(II) ionov v štiri identična in neodvisna vezavna mesta v heterodimeru ovite vijačnice dobili 
zadovoljivo ujemanje. KD na vezavno mesto je za P3SHb3H3:P4SHb3H3 znašala 32 ± 1 µM, za 
P5SHb3H2:P6SHb3H2 18 ± 1 µM, za P5SHb3H3:P6SHb3H3 24 ± 1 µM, za 
P7SHb3H2:P8SHb3H2 pa 25 ± 1 µM (Slika 33e-h).  
 
Slika 33: Odziv načrtovanih peptidov na Cu(II) ione. (a-d) CD spektri načrtovanih heterodimerov ovite vijačnice in 
posameznih peptidov v prisotnosti in odsotnosti Cu(II) ionov. (e-h) Delež proteina v zvitem stanju v odvisnosti od 
koncentracije Cu(II) ionov za peptidni par (e) P3SHb3H3:P4SHb3H3, (f) P5SHb3H2:P6SHb3H2, (g) 
P5SHb3H3:P6SHb3H3 in (h) P7SHb3H2:P8SHb3H2. Točke prikazujejo eksperimentalne podatke, krivulje pa 
termodinamični model z najboljšim ujemanjem. 
Načrtovani peptidni pari se niso odzivali na Mg(II) ione (Slika 34). 
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Slika 34: Odziv načrtovanih peptidov na Mg(II) ione. (a-d) CD spektri načrtovanih heterodimerov ovite vijačnice v 
prisotnosti in odsotnosti Mg(II) ionov. 
4.13 Uporaba Zn(II)-odzivnih ovitih vijačnic za pripravo Zn(II)-odzivnih 
CCPO trikotnikov 
Ali z načrtovanimi stikali lahko nadzorujemo zvijanje in razvijanje CCPO kletk smo preverili na 
primeru trikotnega zvitja, sestavljenega iz 6 peptidov povezanih v eno polipeptidno verigo. Da bi 
proučili, kako izbira peptidnih gradnikov vpliva na odziv ob dodatku Zn(II) ionov smo pripravili 
več različic Zn(II)-odzivnega trikotnika. Konstrukta TRI6-123 (Slika 35a) in TRI6-143 (Slika 
35b) sta se razlikovala le v položaju motiva za vezavo Zn(II) ionov v osrednjem peptidnem paru. 
TRI6-123 je na tem mestu vseboval par P5SHb3H3:P6SHb3H3, TRI6-143 pa par 
P5SHb3H2:P6SHb3H2. V obeh primerih smo par P7SHb3H2:P8SHb3H2 postavili na N-
terminalni, par P3SHb3H3:P4SHb3H3 pa na C-terminalni konec. Na osnovi TRI6-123 in TRI6-
143 smo načrtovali še konstrukta TRI6-12SwitCCh (Slika 35c) in TRI6-14SwitCCh (Slika 35d), 
ki sta namesto para P3SHb3H3:P4SHb3H3 vsebovala homodimer SwitCCh, ki veže Zn(II) ione 
šibkeje (KD = 400 μM v primerjavi s KD = 1,7 μM za P3SHb3H3:P4SHb3H3). Kot kontrolo smo 
pripravili še CCPO trikotnik TRI6-kontrola, ki ni vseboval Zn(II) vezavnih mest (Slika 35e). 
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Slika 35: Vpliv Zn(II) ionov na biofizikalne lastnosti CCPO trikotnikov sestavljenih iz Zn(II)-odzivnih dimerov 
ovite vijačnice. (a-e) Shema in razporeditev gradnikov v CCPO trikotniku (a) TRI6-123, (b) TRI6-143, (c) TRI6-
12SwitCCh, (d) TRI6-14SwitCCh in (e) TRI6-kontrola. Sivo obarvani zavoji označujejo heptade z vezavnim 
mestom za Zn(II) ione. (f-j) CD spektri načrtovanih CCPO trikotnikov pred in po dodatku Zn(II) ionov. (k-o) Profili 
toplotne denaturacije v odsotnosti (sive točke) in prisotnosti Zn(II) ionov (črne točke). Termodinamični model, ki se 
je najbolje ujemal z eksperimentalnimi podatki, je podan z rdečo krivuljo za meritve v odsotnosti Zn(II) ionov in z 
modro krivulje za meritve po dodatku Zn(II) ionov. (p-u) Elucijski profili v odsotnosti (siva krivulja) in prisotnosti 
Zn (II) ionov (modra krivulja). CD spektri v prisotnosti Zn(II) ionov so podani pri koncentraciji Zn(II) ionov po 
kateri sprememb v spektru nismo več opazili. 
Načrtovane trikotnike smo izrazili v bakterijskih celicah E.coli in izolirali z uporabo afinitetne in 
velikostno izključitvene kromatografije. Sekundarno strukturo pred in po dodatku Zn(II) ionov 
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smo analizirali s spektroskopijo cirkularnega dikroizma. Trikotnika TRI6-123 in TRI6-143 sta 
imela visok delež α-vijačne strukture (79 % oz. 80 %) tudi v odsotnosti Zn(II) ionov, kljub temu 
da je predhodna analiza pokazala, da uporabljeni peptidni pari tvorijo ovito vijačnico le v 
prisotnosti Zn(II) ionov (Slika 35f, g). Dodatek Zn(II) ionov ni povzročil sprememb v CD spektru. 
Slednje je najverjetneje posledica tega, da smo peptidne gradnike povezali v eno samo 
polipeptidno verigo in tako zaradi visoke lokalne koncentracije povečali njihovo afiniteto za 
tvorbo ovite vijačnice. Trikotnika TRI6-12SwitCCh in TRI6-14SwitCCh sta prav tako izkazala 
razmeroma visok delež α-vijačne strukture v odsotnosti Zn(II) ionov (61 % za TRI6-12SwitCCh 
in 70 % za TRI6-14SwitCCh). Po dodatku Zn(II) ionov v raztopino smo v CD spektru opazili 
poglobitev minimumov pri 222 nm in 208 nm, kar kaže na dodatno strukturno organizacijo (Slika 
35h, i). Pri dvajsetkratnem prebitku Zn(II) ionov glede na koncentracijo proteina je delež α-vijačne 
strukture znašal 73 % za TRI6-12SwitCCh in 81 % za TRI6-14SwitCCh. TRI6-kontrola se ni 
odzival na Zn(II) ione, kot smo pričakovali (Slika 35j). 
Kljub temu da dodatek Zn(II) ionov ni vplival na sekundarno strukturo TRI6-123 in TRI6-143 pri 
sobni temperaturi, so meritve profilov toplotne denaturacije pokazale, da Zn(II) ioni vplivajo na 
temperaturno stabilnost. Za oba proteina smo ob dodatku Zn(II) ionov opazili zvišanje Tm iz 40 ± 
1 oC na približno 60 oC (Slika 35k, l). Zvišanje smo opazili tudi za TRI6-12SwitCCh in TRI6-
14SwitCCh. Tm za TRI6-12SwitCCh je bila v odsotnosti Zn(II) ionov 26 ± 1 oC, po njihovem 
dodatku pa smo opazili položen prevoj pri 52 ± 2 oC (Slika 35m). V odsotnosti Zn(II) ionov smo 
Tm za TRI6-14SwitCCh določili pri 36 ± 1 oC. Denaturacijska krivulja kompleksa s Zn(II) ioni je 
imela dva prevoja, zato smo za opis eksperimentalnih podatkov uporabili model treh stanj. Tm 
prvega prehoda smo določili pri 35 ± 1 oC, drugega pa pri 62 ± 1 oC (Slika 35n). Sklepamo, da je 
bila opažena razlika posledica uporabe para P5SHb3H2:P6SHb3H2, ki ima v primerjavi s parom 
P5SHb3H3:P6SHb3H3 nižjo temperaturno stabilnost, kar je privedlo do delnega razvitja že pri 
nižjih temperaturah. Protein TRI6-kontrola je izkazal visoko temperaturno stabilnost s Tm nad 80 
oC neodvisno od prisotnosti Zn(II) ionov (Slika 35o).  
Kako Zn(II) ioni vplivajo na terciarno strukturo pripravljenih proteinov smo preverili z metodo 
SEC-MALS. Sklepali smo, da bo dodatek Zn(II) ionov v mobilno fazo povzročil premik 
kromatografskih vrhov proti retencijskemu času opaženemu za kontrolni konstrukt TRI6-kontrola 
(tR = 21,7 min). Retencijska časa za TRI6-123 (tR = 21,0 min) in TRI6-143 (tR = 21,3 min) v 
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odsotnosti Zn(II) ionov sta se le malo razlikovala od tistega opaženega za kontrolo (Slika 35p, r). 
V mobilni fazi s Zn(II) ioni smo opazili premik vrhov v desno in še boljše ujemanje s tR kontrole, 
kar kaže, da je vezava Zn(II) ionov povečala kompaktnost zvitja. TRI6-12SwitCCh in TRI6-
14SwitCCh sta imela v odsotnosti Zn(II) ionov v primerjavi s kontrolo krajši retencijski čas (tR = 
19,6 min za TRI6-12SwitCCh, tR = 19,9 min za TRI6-14SwitCCh), kar kaže na delno razvitje 
(Slika 35s, t). V mobilni fazi s Zn(II) ioni sta se proteina eluirala ob približno enakem času kot 
kontrola (tR = 21,6 min za TRI6-12SwitCCh, tR = 21,8 min za TRI6-14SwitCCh). To kaže, da sta 
se ob dodatku Zn(II) ionov proteina zvila v trikotno strukturo. Zn(II) ioni niso vplivali na tR 
kontrole (tR = 21,8 min, Slika 35u). 
Na osnovi rezultatov smo sklepali, da je za dosego večjega vpliva Zn(II) ionov na ravnotežje med 
nativno in razvito obliko pri sobni temperaturi potrebno trikotno zvitje še dodatno destabilizirati. 
V ta namen smo na osnovi peptidnih parov P5SHb3H2:P6SHb3H2 in P5SHb3H3:P6SHb3H3 
načrtovali peptidni par P5SHb6H:P6SHb6H, ki je vseboval ZnHis3 mesto v drugi in tretji heptadi. 
Biofizikalne lastnosti načrtovanega peptidnega para v izolaciji nismo uspeli določiti, saj je imel 
peptid P5SHb6H veliko težnjo po agregaciji. Za peptid P6SHb6H, ki je k vsakem vezavnem mestu 
prispeval po en histidinski aminokislinski ostanek, smo pri visokih koncentracijah peptida opazili 
šibko težnjo po homooligomerizaciji v prisotnosti Zn(II) ionov (Slika 36). 
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Slika 36: Vpliv koncentracije Zn(II) ionov na sekundarno strukturo in temperaturno stabilnost peptida P6SHb6H. (a) 
CD spekter pri različnih množinskih razmerjih peptid : Zn(II). (b) Temperaturna stabilnost v odsotnosti Zn(II) (sive 
točke) in pri 80-kratnem molarnem presežku Zn(II) ionov glede na koncentracijo peptida (črne točke). Prileganje 
termodinamičnega modela je prikazano z modro krivuljo. Meritve so bile izvedene pri 250 μM koncentraciji 
peptida. 
Da bi zmanjšali stabilnost trikotnega zvitja v odsotnosti Zn(II) ionov smo v dizajnu TRI6-
12SwitCCh oziroma TRI6-14SwitCCh centralni par zamenjali s homodimerom P6SHb6H. 
Načrtovano zvitje smo poimenovali TRI6-15SwitCCh (Slika 37a). Dodatno smo načrtovali zvitje 
TRI6-16SwitCCh s peptidnim parom P5SHb6H:P6SHb6H na centralnem položaju (Slika 37b).  
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Slika 37: Vpliv Zn(II) na biofizikalne lastnosti CCPO trikotnikov TRI6-15SwitCCh in TRI6-16SwitCCh. (a, b) 
Shema in razporeditev gradnikov v CCPO trikotniku (a) TRI6-15SwitCCh in (b) TRI6-16SwitCCh. Sivo obarvani 
zavoji označujejo heptade z vezavnim mestom za Zn(II) ione. (c, d) Primerjava CD spektrov pred in po dodatku 
Zn(II) ionov za (c) TRI6-15SwitCCh in (d) TRI6-16SwitCCh. (e, f) Primerjava profilov toplotne denaturacije v 
odsotnosti (sive točke) in prisotnosti Zn(II) ionov (črne točke) za (e) TRI6-15SwitCCh in (f) TRI6-16SwitCCh. 
Termodinamični model, ki se je najbolje ujemal z eksperimentalnimi podatki, je podan z rdečo krivuljo za meritve v 
odsotnosti Zn(II) ionov in z modro krivulje za meritve po dodatku Zn(II) ionov. (g, h) Elucijska profila v odsotnosti 
(siva krivulja) in prisotnosti Zn (II) ionov (modra krivulja) za (g) TRI6-15SwitCCh in (h) TRI6-16SwitCCh. 
Meritve CD spektrov so pokazale, da sta proteina v odsotnosti Zn(II) ionov vsebovala nižji delež 
α-vijačne strukture (51 % za TRI6-15SwitCCh in 44 % za TRI6-16SwitCCh) v primerjavi s TRI6-
12SwitCCh in TRI6-14SwitCCh (Slika 37c, d). Dodatek Zn(II) ionov je povzročil povečanje 
deleža α-vijačnice na približno 65 %. Vnos šibkejšega para ovite vijačnice ni močno vplival na 
temperaturno stabilnost. Oba načrtovana zvitja sta imela v odsotnosti Zn (II) ionov Tm pri 24 oC. 
Vnos Zn(II) v raztopino je povzročil povečanje Tm na 50 oC (Slika 37e, f). Strukturo proteinov 
smo analizirali z metodo SEC-MALS. V odsotnosti Zn(II) ionov sta se TRI6-15SwitCCh (tR = 
19,5 min) in TRI6-16SwitCCh (tR = 19,1 min) eluirala pri nižjem retencijskem času kot dizajna 
TRI6-12SwitCCh in TRI6-14SwitCCh, kar kaže na večjo razvitost novo načrtovanih trikotnih 
zvitij v odsotnosti Zn(II) ionov (Slika 37g, h). V mobilni fazi s Zn(II) ioni smo elucijo opazili pri 
tR = 21,7 min za TRI6-15 SwitCCh in tR = 21,3 min za TRI6-16SwitCCh, blizu tR kontrole, kar 
kaže, da sta proteina zavzela trikotno obliko. 
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Slika 38: Vpliv Zn(II) na sekundarno strukturo CCPO trikotnikov pri povišanih temperaturah. (a) Vpliv Zn(II) na 
CD spekter proteina TRI6-123 pri 50 oC. (b) Odvisnost deleža TRI6-123 v zvitem stanju od koncentracije Zn(II) 
ionov pri 50 oC. Modre točke prikazujejo eksperimentalne podatke, črna krivulja pa termodinamični model, ki se je 
najbolje ujemal z meritvami. (c) Vpliv Zn(II) na CD spekter proteina TRI6-15SwitCCh pri 37 oC. (d) Odvisnost 
deleža TRI6-15SwitCCh v zvitem stanju od koncentracije Zn(II) ionov pri 37. oC. (e) Enako kot (c) vendar za 
protein TRI6-16SwitCCh. (f) Enako kot (d) vendar za protein TRI6-16SwitCCh. 
Da bi kvantitativno ovrednotili jakost vezave Zn(II) ionov v temperaturnem območju, kjer smo 
opazili največji vpliv na sekundarno strukturo, smo različice trikotnega zvitja TRI6-123, TRI6-
15SwitCCh in TRI6-16SwitCCh titrirali s Zn(II) pri izbrani temperaturi in vpliv na sekundarno 
strukturo spremljali s CD spektroskopijo (Slika 38). Pri 50 oC je imel TRI6-123 25 % delež α-
vijačne strukture v odsotnosti Zn(II) ionov. Dodatek desetkratnega molarnega presežka je 
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povzročil povečanje deleža na 65 % (Slika 38a). Iz CD spektrov smo izračunali delež proteina v 
zvitem stanju v odvisnosti od koncentracije Zn(II) ionov (Slika 38b). S prileganjem 
termodinamičnega modela, ki je privzel prisotnost treh identičnih vezavnih mest, 
eksperimentalnim podatkom smo določili konstanto disociacije. Ta je za posamezno vezano mesto 
znašala 20 ± 1 μM. Titracijo TRI6-15SwitCCh in TRI6-16SwitCCh smo izvedli pri 37 oC. Delež 
α-vijačnice se je tekom titracije TRI6-15SwitCCh povečal s 24 % na 52 % (Slika 38c). Konstanta 
disociacije je znašala 15 ± 1 μM, pri čemer smo privzeli vezavo štirih Zn(II) ionov (Slika 38d). Za 
TRI6-16SwitCCh smo opazili porast deleža α-vijačnice z 19 % na 48 % (Slika 38e). 
Termodinamični model, ki je predpostavil obstoj štirih vezavnih mesta za Zn(II) ione, se je slabo 
ujemal z eksperimentalnimi podatki. Veliko boljše ujemanje smo dobili z modelom, ki je privzel 
vezavo le dveh Zn(II) ionov. Konstanta disociacije je znašala 9 ± 1 μM (Slika 38f). To nakazuje, 
da potencialna vezava Zn(II) ionov v heterodimer P5SHb6H:P6SHb6H ni prispevala k 
strukturiranju, temveč je bilo slednje posledica tvorbe ovite vijačnice na N- in C-terminalnem delu, 
ki imata višjo afiniteto za Zn(II) ione. 
 
Slika 39: Denaturacijski geli SDS-PAGE prikazujejo čistost vzorcev CCPO trikotnikov pripravljenih za analizo z 
metodo SAXS: (a) TRI6-kontrola, (b) TRI6-15SwitCCh in (c) TRI6-16SwitCCh. 
Vpliv Zn(II) na strukturo trikotnikov TRI6-kontrola, TRI6-15SwitCCh in TRI6-16SwitCCh (Slika 
39) smo podrobneje analizirali z metodo ozkokotnega sipanja rentgenskih žarkov. Izmerjena 
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sipalna krivulja za TRI6-kontrola se je zelo dobro ujemala s teoretičnim sipanjem izračunanim za 
modelno trikotno strukturo (Slika 40a, b). Iz sipalne krivulje smo izračunali parsko porazdelitveno 
funkcijo razdalj, ki vsebuje informacijo o največji razdalji znotraj proteina, Dmax (Slika 40c). 
Slednja je znašala 9,7 nm. Kratkyjev diagram je pokazal, da je bil konstrukt TRI6-kontrola v 
odsotnosti Zn(II) ionov v zvitem stanju, pri čemer je struktura delno fleksibilna (Slika 40d). V 
Kratkyjevem diagramu smo opazili tudi več maksimumov, ki označujejo prisotnost več domen v 
proteinskem zvitju, kar je v skladu z našo strategijo proteinskega načrtovanja. Primerjava sipalnih 
krivulj TRI6-15SwitCCh in TRI6-16SwitCCh s sipalnim profilom kontrole je pokazala, da sta bila 
slednja v odsotnosti Zn(II) ionov v raztopini prisotna v delno razvitem stanju. V primerjavi s TRI6-
kontrola je bila zanju značilna višja Dmax in slabše definiran Kratkyjev spekter (Slika 40c, d). 
Izmerjene sipalne krivulje smo primerjali s 151 modelnimi strukturami, ki so se razlikovale v 
stopnji razvitosti. Primerjava je pokazala, da Zn(II)-odzivni strukturi v odsotnosti Zn(II) ionov 
nista bili prisotni v raztopini v popolnoma razvitem stanju, temveč sta imeli razvit le C-terminalni 
in centralni par ovitih vijačnic (Slika 40e). Da bi proučili vpliv Zn(II) na strukturo, smo raztopine 
pripravljenih proteinov pri nizki koncentraciji titrirali s Zn(II) ioni in spremljali odvisnost radija 
giracije, Rg, od njihove koncentracije. Rg za TRI6-kontrola je znašal 2,90 ± 0,05 nm neodvisno od 
koncentracije Zn(II) ionov. S povečanjem koncentracije Zn(II) ionov se je Rg za TRI6-15SwitCCh 
znižal s 3,6 ± 0,1 nm na 3,1 ± 0,2 nm. Še boljše ujemanje z Rg kontrole smo opazili za TRI6-
16SwitCCh, za katerega je Rg padel s 3,6 ± 0,1 nm na 2,9 ± 0,1 nm (Slika 40f). SAXS rezultati 
potrjujejo, da načrtovana proteina zavzameta trikotno obliko le v prisotnosti Zn(II) ionov. 
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Slika 40: Analiza vpliva Zn(II) ionov na strukturo CCPO trikotnikov TRI6-kontrola, TRI6-15SwitCCh in TRI6-
16SwitCCh z metodo SAXS. (a) Molekularni model dizajna TRI6-kontrola, ki se je najbolje ujemal z izmerjeno 
sipalno krivuljo. (b) Primerjava eksperimentalne sipalne krivulje (črne točke) s teoretičnim sipanjem izračunanim iz 
modelne strukture (vijolična krivulja). (c) Primerjava parskih porazdelitvenih funkcij razdalj v odsotnosti Zn(II) 
ionov. (d) Primerjava Kratkyjevih spektrov v odsotnosti Zn(II) ionov. (e) Matrika prikazuje ujemanje izmerjenih 
sipalnih krivulj v odsotnosti Zn(II) ionov z modeli trikotne strukture v različnih stopnjah zvitja. Za oceno ujemanja 
smo uporabili rezultatsko funkcijo χ. (f) Odvisnost radija giracije v odvisnosti od koncentracije Zn(II) ionov. V 
slikah (c), (d) in (f) vijolična krivulja ustreza dizajnu TRI6-kontrola, oranžna TRI6-15SwitCCh, rdeča pa TRI6-
16SwitCCh. 
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5 RAZPRAVA 
Z uporabo racionalnega načrtovanja kovinskih vezavnih mest smo želeli razviti peptidne pare, ki 
se v odsotnosti Zn(II) ionov nahajajo v razviti oblik, ob dodatku Zn(II) pa preidejo v zvito dimerno 
stanje. Izvedljivost izbranega pristopa k načrtovanju konformacijskih stikal smo preverili na 
primeru homodimernega dizajna SwitCCh. Analiza načrtovanega peptida s CD spektroskopijo in 
metodo SEC-MALS je pokazala, da pri fiziološkem pH peptid SwitCCh res tvori homodimer ovite 
vijačnice le v prisotnosti Zn(II) ionov in tako potrdila, da smo bili pri načrtovanju uspešni. 
Sprememba le dveh aminokislin je zadostovala za pretvorbo peptida P9SN v Zn(II)-odzivno 
konformacijsko stikalo. Mutacija E26H je omogočila koordinacijo Zn(II) ionov in bila zato ključna 
za dosego Zn(II)-odzivnosti. Za mutacijo K8E sklepamo, da je nekoliko zmanjšala elektrostatski 
odboj v homodimeru pri fiziološkem pH in tako zadosti stabilizirala stanje ovite vijačnice, da je 
energijski prispevek koordinacije Zn(II) iona zadoščal za prehod iz razvite oblike v ovito vijačnico. 
Skupaj sta mutaciji peptidu omogočili, da tvori ovito vijačnico v prisotnosti Zn(II) ionov pri 
fiziološkem pH. Majhno število potrebnih mutacij za dosego odzivnosti na Zn(II) ione kaže, da 
tako hidrofobne kot elektrostatske interakcije igrajo pomembno vlogo pri tvorbi ovite vijačnice. 
Peptid SwitCCh je pri nizkih vrednostih pH tvoril ovito vijačnico tudi v odsotnosti Zn(II) ionov. 
Odvisnost sekundarne strukture od pH raztopine smo opazili že za peptid P9SN, na katerem je 
načrtovanje temeljilo. Ta odvisnost je bila posledica prisotnosti aminokislinskih ostankov 
glutaminske kisline na položajih e in g, ki so služili preprečevanju homodimerizacije pri 
fiziološkem pH. Ta je bila nezaželena, saj je bil peptid P9SN izvirno načrtovan v kontekstu 
heterodimernega para. Vneseni mutaciji sta zmanjšali odzivnost peptida na pH. Peptid P9SN je 
imel pri pH = 4 99 % delež α-vijačne strukture, medtem ko je peptid SwitCCh izkazal manjši delež 
α-vijačnice (84 %). To je najverjetneje posledica zmanjšanja števila interakcijskih parov med 
aminokislinskimi ostanki glutaminske kisline v homodimeru po vnosu mutacij s šest na štiri. 
Analiza CD spektrov je pokazala, da ima peptid SwitCCh višji delež α-vijačnice pri pH = 4 kot pri 
fiziološkem pH v prisotnosti Zn(II) ionov. To je v skladu z rezultati ITC, ki so pokazali, da je 
konstanta disociacije za dimerizacijo peptida SwitCCh v prisotnosti Zn(II) ionov višja (10 µM) 
kot v kislem (2 µM). Nižji delež aminokislinskih ostankov v α-vijačni konformaciji in nižja 
termodinamična stabilnost SwitCCh(II)-Zn(II) kompleksa sta najverjetneje posledica preostalih 
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odbojnih elektrostatskih interakcij med aminokislinskimi ostanki glutaminske kisline na heptadnih 
položajih e:g. Te neugodne interakcije bi lahko odstranili z zamenjavo nekaterih ostankov 
glutaminske kisline z lizini, vendar bi to stabiliziralo ovito vijačnico tudi v odsotnosti Zn(II) ionov. 
Slednje je nezaželeno pri načrtovanju konformacijskih stikal, kjer za razliko od splošnega 
načrtovanja proteinov ne želimo le najti aminokislinskega zaporedja, ki bo vodilo do tarčne 
strukture z najnižjo energijo, ampak skušamo najti aminokislinsko zaporedje, ki bo v odvisnosti 
od zunanjih signalov enostavno preklapljalo med dvema ali več konformacijskima stanjema. V 
primeru ovitih vijačnic je optimizacija več konformacijskih stanj še posebej zahtevna, saj so 
razlike v prosti energiji med posameznimi konformacijami zaradi majhnega števila 
intermolekularnih interakcij še posebej nizke60. V primeru peptida SwitCCh bi lahko izboljšali 
odzivnost stikala tako, da bi razliko v prosti energiji med razvitim stanjem in ovito vijačnico 
povečali z vgraditvijo dodatnega vezavnega mesta. Razliko med prostimi energijami različnih 
konformacijskih stanj je mogoče optimizirati tudi z uporabo namenskih računalniških 
programov150, a imajo ti kljub primerom uspešnega načrtovanja konformacijskih stikal na osnovi 
ovitih vijačnic z njihovo uporabo60,151 in napredku v razvoju programov za napoved in modeliranje 
struktur ovitih vijačnic127,152,153, še vedno težave s pravilno napovedjo oligomerizacijskega stanja 
in orientacije verig v oviti vijačnici na podlagi aminokislinskega zaporedja154. 
Ker izhodiščni peptid P9SN ni bil odziven na Zn(II) ione, sklepamo, da je prehod peptida SwitCCh 
iz razvite oblike v dimer ovite vijačnice ob dodatku Zn(II) ionov posledica koordinacije Zn(II) 
ionov s histidinskima aminokislinskima ostankoma, pri čemer vsaka peptidna veriga prispeva en 
histidinski aminokislinski ostanek. Čeprav smo poleg mutacije E26H v peptid P9SN uvedli tudi 
mutacijo K8E je malo verjetno, da je aminokislinski ostanek glutaminske kisline neposredno 
vključen v koordinacijo Zn(II) ionov. Slednje dodatno potrjuje opažanje, da se nobeden od 
peptidov ali peptidnih parov iz seta CCPO ni odzival na Zn(II) ione, kljub temu da vsebujejo več 
aminokislinskih ostankov glutaminske kisline. Poleg tega smo predlagani model koordinacijskega 
mesta ZnHis2 potrdili s simulacijo MD. Kljub temu da bis-koordinacija Zn(II) ionov ni pogosta, 
so bili primeri takšne koordinacije opaženi v strukturah proteinov. V podatkovni zbirki vezavnih 
mest za kovinske ione v bioloških makromolekulah MetalPDB je navedenih 46 primerov 
proteinov, ki koordinirajo Zn(II) ione z dvema histidinskima aminokislinskima ostankoma144. 
Najpogostejša geometrijska razporeditev ligandov okoli bis-koordiniranega Zn(II) iona je 
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trigonalna ravnina s praznino. V podatkovni zbirki MetalPDB lahko najdemo kar 511 primerov 
takšne koordinacije, za linearno razporeditev ligandov pa le 10 primerov. 
Opazili smo, da peptid SwitCCh tvori ovito vijačnico tudi v prisotnosti Cu(II) ionov. Podobno 
neselektivnost so opazili tudi Tanaka in sodelavci, ki so načrtovali peptid, ki je tvoril trimer ovite 
vijačnice ob dodatku Ni(II), Cu(II), Zn(II) ali Co(II) ionov v raztopino117. Kovinski ioni so bili 
koordinirani s šestimi histidinskimi aminokislinskimi ostanki, pri čemer je vsaka peptidna veriga 
prispevala dva histidina. Če so število histidinskih aminokislinskih ostankov zmanjšali na tri, se je 
selektivnost povečala, saj so v tem primeru tvorbo ovite vijačnice sprožili le še Zn(II) in Cu(II) 
ioni118. V metaloproteinih je selektivnost in jakost vezave kovinskih ionov določena z 
razporeditvijo aminokislinskih ostankov v koordinacijski sferi. Cu(II) ioni imajo v primerjavi z 
ostalimi kovinskimi ioni večjo koordinacijsko fleksibilnost, zaradi česar lahko tvorijo 
koordinacijske komplekse v številnih različnih geometrijah155. Slednje je lahko eden izmed 
razlogov za opaženo neselektivnost vezave načrtovanih peptidov. Glede na Irving-Williamsovo 
serijo Cu(II) ioni močneje interagirajo z ligandi kot Zn(II) ioni156. Tudi izračuni z uporabo teorije 
gostotnega funkcionala so napovedali, da imajo histidinski aminokislinski ostanki za Cu(II) ione 
večjo afiniteto kot za Zn(II)157. To je v skladu z našimi rezultati, kjer je načrtovani peptid SwitCCh 
Cu(II) ione vezal močneje kot Zn(II) ione. Poleg tega je imela ovita vijačnica v kompleksu z Cu(II) 
ioni večjo termodinamično stabilnost kot v primeru koordinacije Zn(II) ionov. 
Rezultati kažejo, da lahko preklapljanje peptida SwitCCh med razvito monomerno konformacijo 
in dimerom ovite vijačnice enostavno in reverzibilno nadzorujemo. Poleg tega smo pokazali, da je 
načrtovani peptid SwitCCh mogoče uporabiti v kombinaciji s peptidi iz seta CCPO za načrtovanje 
proteinskih kletk. Le Zn(II) ioni so se pokazali kot primerni sprožilci prehoda iz razvite v zvito 
obliko, saj so Cu(II) ioni povzročili agregacijo, nizek pH pa je neugodno vplival na ortogonalnost 
peptidnega seta CCPO. Zn(II) ioni so po drugi strani vplivali le na sekundarno strukturo in 
oligomerizacijsko stanje peptida SwitCCh, medtem ko na tvorbo ovitih vijačnic iz seta CCPO niso 
vplivali.  
Ker vključitev le ene ovite vijačnice, ki se odziva na Zn(II) ione, ni dovolj za konstrukcijo 
proteinskih kletk z nadzorovanim sestavljanjem, smo poleg peptida SwitCCh razvili še set štirih 
heterodimernih ovitih vijačnic, ki se odzivajo na Zn(II) ione. Pri načrtovanju ortogonalnega seta 
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smo koordinacijo Zn(II) ionov skušali doseči z vstavitvijo treh histidinskih aminokislinskih 
ostankov v set predhodno načrtovanih paralelnih heterodimerov ovite vijačnice. V vseh peptidnih 
parih smo v izbranem paru heptad aminokislini na mestu d izmenjali za histidin, v enem izmed 
peptidov pa smo histidinski aminokislinski ostanek postavili še na sosednji položaj e. Sklepali 
smo, da bo v primerjavi s peptidom SwitCCh, kjer je bila koordinacija dosežena z dvema 
histidinskima aminokislinskima ostankoma, uvedba treh histidinov privedla do močnejše vezave 
Zn(II) ionov in tako boljše odzivnosti konformacijskega stikala. Pri modeliranju strukture 
načrtovanih ovitih vijačnic položaj vezavnega mesta za kovinske ione ni pomembno vplival na 
končne vrednosti Crickovih parametrov. Kljub vnesenim mutacijam je bila na osnovi izračuna 
paralelna orientacija verig še vedno energijsko ugodnejša od antiparalelne orientacije. 
CD spektroskopija in SEC-MALS analiza sta potrdili, da so se vsi načrtovani peptidni pari z izjemo 
P3SHb3H4:P4SHb3H4 obnašali kot smo načrtovali. V odsotnosti Zn(II) ionov so bili v raztopini 
prisotni v razviti obliki, ob dodatku Zn(II) pa so tvorili heterodimer ovite vijačnice. Peptidni par 
P3SHb3H4:P4SHb3H4, kjer smo vezavno mesto vstavili v zadnjo heptado, je tvoril ovito vijačnico 
tudi v odsotnosti Zn(II) ionov. V vseh ostalih peptidnih parih smo z vstavitvijo le treh histidinskih 
aminokislinskih ostankov uspeli preprečiti tvorbo heterodimera v odsotnosti Zn(II) ionov, kljub 
temu da so vse ostale interakcije ostale ugodne za heterodimerizacijo. To kaže, da so hidrofobne 
interakcije v centralnih heptadah ključne za tvorbo ovite vijačnice. Po drugi strani posamezni 
peptidi niso bili odzivni na Zn(II) ione oziroma, v primeru P3SHb3H4 in P4SHb3H4, je bil odziv 
šibek. To kaže, da sama možnost koordinacije Zn(II) ionov ne zadostuje za tvorbo ovite vijačnice, 
temveč morajo biti tudi interakcije med aminokislinami na preostalih a:a, d:d in e:g parih ugodne 
za dimerizacijo. 
Konstante disociacije za vezavo Zn(II) ionov v načrtovane ovite vijačnice so bile v nizkem 
mikromolarnem območju. Vezava Zn(II) ionov je bila tako v primerjavi s peptidom SwitCCh 
veliko močnejša. Razlog za to je lahko večje število koordinirajočih Zn(II) ostankov in/ali 
ugodnejše elektrostatske interakcije med aminokislinami na položajih e:g. Najmočnejšo vezavo 
Zn(II) ionov smo opazili za peptidni par P3SHb3H3:P4SHb3H3, kjer je bila ekvimolarna 
koncentracija Zn(II) zadosti za popoln prehod peptida v ovito vijačnico. Zanimivo je, da je peptidni 
par P5SHb3H3:P6SHb3H3 vezal kovinske ione močneje kot par P5SHb3H2:P6SHb3H2. Peptidna 
para sta se med seboj razlikovala le v položaju vezavnega mesta, drugače pa sta bili njuni 
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aminokislinski zaporedji enaki. Poleg tega smo opazili, da peptidni pari P3SHb3H3:P4SHb3H3, 
P5SHb3H2:P6SHb3H2 in P7SHb3H2:P8SHb3H2, ki imajo vezavno mesto v heptadnem paru z 
enakim aminokislinskim zaporedjem, koordinirajo Zn(II) ione z različno afiniteto. To kaže, da 
jakost vezavnega mesta ni odvisna le od aminokislin, ki neposredno sodelujejo pri koordinaciji 
kovinskih ionov temveč tudi od konteksta okoliških aminokislin in strukture, ki je odvisna od 
celotnega aminokislinskega zaporedja. Rezultati kažejo, da je vstavitev vezavnega mesta v drugo 
heptado vodila do šibkejše vezave Zn(II) iona, kot če je bilo vezavno mesto postavljeno v tretjo 
heptado. Po drugi strani pa sta imela peptidna para P5SHb3H2:P6SHb3H2 in 
P7SHb3H2:P8SHb3H2 višji delež α-vijačne strukture po prehodu v zvito obliko. Zanimivo je, da 
tudi meritve temperaturne stabilnosti kažejo, da vstavitev vezavnega mesta v tretjo heptado vodi 
do približno 10 oC višje temperature konformacijskega prehoda, kot če smo vezavno mesto vstavili 
v drugo heptado. To je v skladu s predhodnimi raziskavami, ki so pokazale, da vstavitev polarnih 
aminokislin na hidrofobne položaje na sredino aminokislinskega zaporedja bolj destabilizira 
tvorbo ovite vijačnice, kot če polarne aminokisline vstavimo blizu C- ali N-terminalnega 
konca145,158. 
Ker histidinski aminokislinski ostanki pri nizkih vrednostih pH vežejo proton, ki zasede prosti 
elektronski par na dušiku v imidazolni stranski verigi in tako onemogoči koordinacijo Zn(II) ionov, 
smo sklepali, da bo nizek pH preprečil tvorbo ovite vijačnice v prisotnosti Zn(II) ionov. pH titracija 
ovitih vijačnic v kompleksu s Zn(II) je potrdila, da z znižanjem pH peptidi preidejo v razvito 
obliko. Prevojne točke za vse peptidne pare so bile blizu vrednosti pKa stranske verige histidina, 
kar potrjuje, da je prehod histidina iz neprotonirane v protonirano obliko razlog za razvitje. Za 
peptidna para P5SHb3H2:P6SHb3H2 in P7SHb3H2:P8SHb3H2 z vezavnim mestom v drugi 
heptadi, smo opazili oster prehod s prevojno točko pri pH = 6, medtem ko je bil v primeru peptidov 
P3SHb3H3:P4SHb3H3 in P5SHb3H3:P6SHb3H3 z vezavnim mestom v tretji heptadi prehod 
položnejši s prevojno točko pri približno pH = 5. Sklepamo, da je to odraz večje stabilnosti 
peptidnih parov P3SHb3H3:P4SHb3H3 in P5SHb3H3:P6SHb3H3, zaradi česar so potrebni 
ostrejši pogoji, v našem primeru nižji pH, da porušimo strukturo ovite vijačnice. 
Opazovanje interakcij med vsemi možnimi peptidnimi pari v odsotnosti in prisotnosti Zn(II) ionov 
so pokazale, da načrtovani peptidni pari tvorijo ortogonalen Zn(II)-odziven set ovitih vijačnic. 
Izmed vseh mogočih ne-tarčnih interakcij smo le za peptid P6SHb3H3 opazili šibko težnjo po 
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homooligomerizaciji v prisotnosti Zn(II) ionov. Posebej presenetljivo je, da peptidna para 
P5SHb3H2:P6SHb3H2 in P5SHb3H3:P6SHb3H3, ki se razlikujeta le v položaju vezavnega mesta 
ne tvorita mešanih ovitih vijačnic (P5SHb3H2:P6SHb3H3 ali P5SHb3H3:P6SHb3H2), temveč sta 
med seboj ortogonalna. Opažanje je v skladu z raziskavami Fletcherja in sodelavcev145, ki so 
pokazali, da je mogoče ortogonalen set peptidov doseči z vnosom ene same polarne aminokisline 
na različne hidrofobne položaje v peptidno sekvenco. Vezavno mesto za kovinske ione tako ne 
deluje le kot regulatorni element za kontrolo tvorbe ovite vijačnice, temveč poleg elektrostatskih 
in hidrofobnih interakcij določa tudi specifičnost tvorbe ovite vijačnice. Na podlagi tega sklepamo, 
da bi bilo mogoče z vstavitvijo vezavnega mesta še v druge heptade peptidnih parov SHb, ki so 
služili kot osnova pri načrtovanju, set Zn(II)-odzivnih vijačnic še povečati. 
Kljub boljšim lastnostim v primerjavi s peptidom SwitCCh, so heterodimerna stikala manj 
selektivna za vezavo Zn(II) ionov. Tvorbo ovite vijačnice smo opazili v prisotnosti Zn(II), Ni(II), 
Co(II) in Cu(II) ionov, medtem ko se je peptid SwitCCh poleg Zn(II) odzival le še na Cu(II). Kljub 
manjši selektivnosti pa imajo heterodimerna stikala v primerjavi s homodimerom SwitCCh večjo 
afiniteto za Zn(II) ione, ki jih vežejo močneje kot ostale ione. Opažena neselektivnost je 
najverjetneje posledica obratne sorazmernosti med jakostjo vezave in selektivnostjo. Proteini z 
visoko afiniteto za kovinski ion ali ligand pogosto vežejo tudi podobne ligande, medtem ko so 
proteini z nižjo afiniteto selektivnejši. To pomeni, da je pri načrtovanju odzivnih elementov 
potrebno najti pravilno ravnotežje med selektivnostjo in odzivnostjo, ki bo vodilo do želenega 
obnašanja. Heterodimerna stikala so se na Cu(II) ione odzivala drugače kot na ostale ione. 
Podobno obnašanje smo opazili tudi v primeru peptida SwitCCh, zaradi česar sklepamo, da je 
mehanizem strukturne organizacije v primeru Cu(II) ionov drugačen kot za ostale ione. 
Načrtovani peptidi predstavljajo zanimiv primer ovite vijačnice, saj so histidinski aminokislinski 
ostanki redko prisotni v ovitih vijačnicah (1,4 %), pri čemer jih najdemo večinoma na heptadnih 
mestih c in f, ki imajo manjši vpliv na tvorbo ovite vijačnice159,160. Na heptadnih mestih d in e so 
histidini dvakrat manj pogosti. Kljub njihovi redkosti so znanstveniki odkrili primer ovite vijačnice 
z visokim deležem histidinov (17 %) v periplazmi bakterije Nitrosomonas europaea. V tem 
primeru so histidinski aminokislinski ostanki prisotni na mestih d v heptadni ponovitvi. 
Znanstveniki so predlagali, da odkrita ovita vijačnica sodeluje pri regulaciji količine Cu(II) ionov 
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v celici. Ugotovili so, da lahko ovita vijačnica poleg Cu(II) ionov veže tudi druge kovinske ione, 
med njimi tudi Zn(II), vendar ti ne vplivajo na strukturo odkrite ovite vijačnice161. 
Da bi pokazali uporabnost načrtovanih konformacijskih stikal za nadzorovanje zvijanja in 
razvijanja proteinskih struktur na osnovi ovite vijačnice, smo pripravili več različic CCPO 
trikotnika. Sklepali smo, da bodo načrtovani proteini zavzeli tarčno strukturo le v prisotnosti Zn(II) 
ionov, v odsotnosti kovinskih ionov pa bodo popolnoma ali delno razviti. Meritve toplotne 
denaturacije so pokazale, da so Zn(II) ioni stabilizirali zvito stanje načrtovanih proteinskih 
origamijev. Da proteini v zvitem stanju res zavzamejo trikotno strukturo smo potrdili z metodo 
SEC-MALS in SAXS analizo.  
Primerjava pripravljenih različic je pokazala, da je temperatura, pri kateri je razlika v 
strukturiranosti pred in po dodatku Zn(II) ionov največja, močno odvisna od uporabljenih 
gradnikov. Pri 20 oC Zn(II) ioni niso vplivali na strukturo TRI6-123 in TRI6-143, ki sta bila tudi 
v odsotnosti Zn(II) v zvitem stanju. Zn(II) ioni so imeli največji vpliv na strukturo pri 50 oC. Za 
dizajna TRI6-12SwitCCh in TRI6-14SwitCCh, ki sta namesto peptidnega para 
P3SHb3H3:P4SHb3H3 na C-terminalnem koncu vsebovala šibkejši Zn(II)-odziven homodimer 
SwitCCh, smo spremembo v deležu α-vijačne strukture ob dodatku Zn(II) opazili že pri sobni 
temperaturi, največji odziv pa pri 40 oC. Vpliv Zn(II) ionov na strukturo pri sobni temperaturi smo 
skušali povečati z destabilizacijo centralnega peptidnega para z uvedbo dodatnih vezavnih mest in 
elektrostatskega odboja. Največjo razliko smo opazili za protein TRI6-16SwitCCh, ki je na 
centralnem mestu vseboval heterodimer P5SHb6H:P6SHb6H. V tem primeru je dodatek Zn(II) 
povzročil povečanje α-vijačne strukture s 44 % na 63 % pri 20 oC in z 19 % na 48 % pri 37 oC. Tm 
se je povečala za skoraj 30 oC. To kaže, da je z uravnavanjem jakosti interakcij med peptidnimi 
gradniki mogoče natančno določiti temperaturo, kjer imajo Zn(II) ioni največji vpliv na strukturo.  
Delno zvitje načrtovanih CCPO trikotnikov pri sobni temperaturi, kljub uporabi gradnikov ki se 
samo-sestavljajo v dimer ovite vijačnice le v prisotnosti Zn(II) ionov, je najverjetneje posledica 
načrtovalne strategije, ki temelji na povezovanju peptidnih gradnikov v polipeptidno verigo. 
Slednje zmanjša negativen entropijski prispevek povezan s tvorbo ovite vijačnice, zaradi česar 
slednja postane s stališča termodinamike ugodnejša. Območje Zn(II)-odzivnosti bi bilo mogoče 
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premakniti k nižjim temperaturam z uvedbo dodatnih vezavnih mest ali spremembo aminokislin 
na mestih b, c, f, ki močno vplivajo na stabilnost ovitih vijačnic.  
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6 SKLEPI 
 Inženiring vezavnih mest za kovinske ione predstavlja dodatno raven načrtovanja 
proteinov. Pokazali smo, da je z ustrezno vstavitvijo Zn(II)-vezavnih mest mogoče 
pripraviti ovite vijačnice z dinamičnim zvijanjem in razvijanjem, ne da bi to pomembno 
vplivalo na njihovo oligomerno stanje ali orientacijo verig v zviti obliki. Načrtovani peptidi 
predstavljajo prvi primer dimera ovite vijačnice, ki ga je mogoče pripraviti z gensko 
kodiranimi aminokislinami, katerega samo-sestavljanje je odvisno od prisotnosti Zn(II) 
ionov. 
 Z vključitvijo minimalnega vezavnega mesta ZnHis2 smo monomeren peptid pretvorili v 
Zn(II)-odziven homodimer ovite vijačnice SwitCCh. Histidinski aminokislinski ostanek je 
bil postavljen na položaj e v C-terminalni heptadni ponovitvi. 
 Zaradi ustrezne postavitve aminokislinskih ostankov glutaminske kisline na heptadne 
položaje e in g je peptid SwitCCh v območju nizkih vrednosti pH tvoril homodimer ovite 
vijačnice tudi v odsotnosti Zn(II) ionov. Načrtovani peptid je tako uporaben tudi kot pH 
stikalo.  
 Vstavitev polarnih histidinskih aminokislinskih ostankov na hidrofoben heptadni položaj 
d v enem samem heptadnem paru predhodno načrtovanih heterodimerov ovite vijačnice je 
preprečila samo-sestavljanje peptidov v ovito vijačnico pod fiziološkimi pogoji.  Tvorbo 
ovite vijačnice smo opazili le v prisotnosti Zn(II) ionov. 
 Položaj heptade z vstavljenim vezavnim mestom je vplival na stabilnost načrtovane ovite 
vijačnice. Čim bližje je bilo vezavno mesto sredini aminokislinskega zaporedja tem bolj je 
vplivalo na stabilnost ovite vijačnice. 
 Peptidni pari, ki so se razlikovali le v položaju vezavnega mesta niso tvorili mešanih ovitih 
vijačnic. 
 Znižanje pH raztopine je preprečilo tvorbo heterodimerne ovite vijačnice v prisotnosti 
Zn(II) ionov. Pri nizkih vrednostih pH je histidinska stranska veriga protonirana, zaradi 
česar je koordinacija Zn(II) ionov onemogočena.  
 Načrtovani peptidni pari lahko vežejo tudi druge dvovalentne kovinske ione, vendar je 
vezava šibkejša kot v primeru Zn(II) ionov. 
Aupič, J. Načrtovanje de novo proteinskega konformacijskega stikala na osnovi motiva ovite 
vijačnice. Doktorska disertacija. Ljubljana. Univerza v Ljubljani. 2020 
82 
 S pripravo več različic trikotnega zvitja smo pokazali, da je razvite pare Zn(II)-odzivnih 
ovitih vijačnic mogoče uporabiti za razvoj dinamičnih proteinskih sistemov s premikom 
ravnotežja med nativno in razvito obliko pod vplivom koncentracije Zn(II) ionov. 
Temperaturo, pri kateri je vpliv Zn(II) ionov največji, je mogoče natančno uravnavati z 
izbiro gradnikov, ki sestavljajo proteinsko zvitje. Takšni sistemi imajo visok potencial za 
uporabo v biotehnologiji za enkapsulacijo in tarčno dostavo terapevtskih učinkovin ali za 
nadzor aktivnosti proteinskih domen zapakiranih v proteinske kletke. Poleg tega so razvita 
konformacijska stikala uporabna kot vsestransko orodje v polimerni in biomimetski kemiji, 
na primer za razvoj bioloških senzorjev, nadzorovanje proteinske aktivnosti ali kot modelni 
sistem za proučevanje biološko pomembnih molekularnih mehanizmov.  
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7 SUMMARY  
By engineering metal-binding sites into coiled-coil dimers, we have developed several Zn(II)-
responsive conformational switches. The developed peptide pairs represent the first example of 
coiled-coil dimers composed of only canonical amino acids that self-assemble in the presence of 
Zn(II) ions. 
Firstly, by incorporating a minimal ZnHis2 binding motif we have transformed a monomeric 
peptide P9SN that is unfolded under physiological conditions into a Zn(II)-responsive 
conformational switch. The designed peptide, named SwitCCh, was achieved with only two 
mutations. The K8E mutation served to alleviate the electrostatic repulsion between amino acids 
at e and g heptad positions, while E26H mutation enabled coordination of Zn(II) ions, which in 
turn triggered the self-assembly of the unfolded peptide into a parallel homodimeric coiled-coil. 
The transition was reversible and could be repeated for three cycles without loss in signal 
amplitude. The SwitCCh peptide, similarly as its parent peptide, also acted as a pH switch. At low 
pH values charge neutralization of glutamic acid residues on e and g heptad positions decreased 
electrostatic repulsion between individual peptide chains and lead to coiled-coil homodimer 
formation. 
Secondly, we have designed an orthogonal set of Zn(II)-responsive coiled-coil heterodimers by 
incorporating a common ZnHis3 binding site into a previously designed peptide set. We have 
shown that incorporation of histidine residues at matching d positions and at one of the 
neighbouring e positions in a single heptad pair was sufficient to prevent coiled-coil assembly 
under physiological conditions. Coiled-coil heterodimer formation was observed only after 
addition of Zn(II) ions. Moreover, we observed that the position of the heptad with the ZnHis3 
binding site in the peptide sequence had an effect on the stability of the resulting coiled-coil 
assembly. We found that when located centrally the binding site destabilized coiled-coil formation 
more strongly. Furthermore, if the binding site was incorporated into the final heptad, coiled-coil 
formation was observed also in the absence of Zn(II) ions. Lowering the pH caused the Zn(II)-
coiled-coil complexes to disassemble with peptides returning to the unfolded state. We posit this 
is a result of protonation of the imidazole side chain of histidine residues, which prevents 
coordination of Zn(II) ions. Binding site also contributed to the specificity of coiled-coil 
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interactions, since peptide pairs that differed only in the position of the ZnHis3 binding site did not 
form mixed coiled-coils.  
The developed Zn(II)-responsive coiled-coils were used for the construction of several single-
chain triangular protein folds that displayed dynamic folding behaviour controlled by Zn(II) ion 
concentration. Addition of Zn(II) ions significantly increased thermal stability of all designed 
triangular proteins. The temperature where the effect of Zn(II) on the equilibrium between the 
folded and unfolded state was most pronounced was strongly dependent on building blocks upon 
which the designs were based. We have shown that by weakening the peptide pairs via introduction 
of additional binding sites the region where folding is regulated by Zn(II) ions can be shifted 
towards lower temperatures. Our results indicate the designed coiled-coils could be used for 
controlling assembly and disassembly process of larger CCPO cages and other coiled-coil based 
nanostructures. Such assemblies would pave the way towards development of CCPO cages for 
encapsulation, targeted delivery or controlling the protein activity of packaged cargo. Additionally, 
the designed conformation switches could be used as a versatile tool in polymer and biomimetic 
chemistry, for example, for biosensing or controlling protein activity, and as a model system for 
studying biologically relevant molecular mechanisms.  
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